UNIVERSIDAD DE SEVILLA FACULTAD DE FARMACIA

CARACTERIZACION TECNOLOGICA POR METODOS
ESPECTROSCOPICOS DE SEMILLAS DE VITIS VINIFERA COMO
COADYUVANTES DE LA VINIFICACION

MARIA LUMBRERAS OLIVARES

Tutora: M2 Lourdes Gonzalez-Miret Martin Area de Nutricién y Bromatologia

Cotutor: Francisco José Rodriguez Pulido






UNIVERSIDAD DE SEVILLA

FACULTAD DE FARMACIA

TRABAJO FIN DE GRADO

GRADO EN FARMACIA

CARACTERIZACION TECNOLOGICA POR METODOS ESPECTROSCOPICOS DE SEMILLAS
DE VITIS VINIFERA COMO COADYUVANTES DE LA VINIFICACION

MARIA LUMBRERAS OLIVARES

FACULTAD DE FARMACIA - DICIEMBRE 2019

DEPARTAMENTO DE NUTRICION Y BROMATOLOGIA, TOXICOLOGIA Y MEDICINA LEGAL
AREA DE NUTRICION Y BROMATOLOGIA

TUTOR: M2 LOURDES GONZALEZ-MIRET MARTIN
COTUTOR: FRANCISCO JOSE RODRIGUEZ PULIDO

TFG DE CARACTER EXPERIMENTAL






RESUMEN

Se han estudiado las semillas de uva blanca, fruto de la vid (Vitis vinifera L.),
mediante técnicas espectrales y analiticas para obtener la cantidad de proteinas
contenidas y ser aprovechadas como coadyuvantes de la vinificacion. La técnica de
anadlisis de imagen hiperespectral en el infrarrojo nos ha permitido separarlas por
analogia de espectros en 5 grupos bajo la hipdtesis de similar espectro-similar
composicion. El método analitico utilizado en esos 5 grupos de semillas ha sido el
método Kjeldahl para obtener la cantidad de nitrégeno contenido en las mismas v,
mediante un factor de conversién, se ha podido calcular la concentracion de proteinas
de las muestras. Los resultados de este estudio han demostrado que el método de
analisis espectral es una buena técnica para diferenciar muestras realmente distintas
sin necesidad de destruirlas. Los resultados de los analisis quimicos demuestran que es
un método eficaz para conocer el contenido de nitrégeno proteico de las semillas que

se quieren utilizar como coadyuvantes durante la vinificacion.

Este estudio forma parte de un proyecto en el que se han evaluado otros
pardmetros, no solo la concentracidn proteica contenida en las semillas de uva blanca
de variedad Moscatel, para valorar el potencial que aportan las semillas como
coadyuvantes en el proceso de la vinificaciédn con el fin de mejorar la calidad de los

vinos tintos de regiones de climas calidos.

Las palabras claves principales atendiendo al titulo de este trabajo son: semilla
de uva (grape seeds), método Kjeldahl (Kjeldahl method), imagen hiperespectral

(hyperspectral imaging), vinificacion (vinification, winemaking).
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1. INTRODUCCION

La evolucidn a nivel mundial del consumo del vino y de la ciencia que estudia el
vino, la enologia, ha hecho que se incremente la busqueda de la calidad de los vinos.
Considerando ésta como calidad sensorial, es una cualidad del vino subjetiva y se
refiere a los diferentes factores percibidos durante la cata, factores caracterizados por
una dificil cuantificacién debido a que dependen de los gustos personales de los

sumilleres, catadores o degustadores de vinos.

El objetivo principal de los productores de vino debe ser conseguir la mayor
calidad posible del producto, por eso, la obtenciéon de vinos de alta calidad debe
empezar desde el inicio de la recoleccién de la uva y el transporte rapido hasta el lugar
de produccion (Canelo, 2014). Los endlogos son los asesores técnicos responsables de
dirigir el proceso de elaboracién. Son las personas que supervisan en la bodega todos
los procesos que componen la vinificacion: elaboraciéon, almacenaje, andlisis,
conservaciéon, embotellado y comercializacidn del vino. Son los encargados de decidir,

entre otras cosas, el momento mas adecuado para la recoleccién de la uva.

En general, el sector vitivinicola depende de factores muy variados para

conseguir una produccion de uva y vino rentable y de calidad (Nogales-Bueno, 2017).

Dicho esto, en este trabajo se estudia un subproducto de la vinificacion, las
semillas, como coadyuvantes en el proceso mencionado vy, asi, obtener vinos con

mejores cualidades y con la mayor calidad posible.

1.1 LA VINIFICACION Y EL VINO

La vinificacidon es el conjunto de procesos de elaboraciéon por los cuales se
transforma el mosto de la uva en una bebida alcohdlica, el vino. El principal proceso de
la vinificacidn es la fermentacion alcohdlica, que es un proceso bioldgico en ausencia
de oxigeno que se da gracias a las levaduras, las cuales transforman los azlcares en

etanol y CO,.

Una correcta eleccién del momento de la vendimia y un amplio conocimiento
del estado enoldgico de la uva son aspectos fundamentales en la calidad futura de un

vino.



Para la vinificacién en blanco tradicional, la pulpa es la principal fuente de
componentes del mosto, sin intervencién relevante de la piel ni las semillas de la uva,
gue se retiran tras el escurrido de la masa de vendimia, dejando solo el mosto para la
fermentacion. Sin embargo, para la produccién de vino tinto, las pieles y las semillas
permanecen junto al mosto durante la fermentacién para la extracciéon de los
pigmentos antocianicos y otros fenoles responsables de caracteristicas sensoriales

como color, astringencia y cuerpo (Bell y Henschke, 2005).

1.2 LAUVA

La uva es el fruto de la vid (Vitis vinifera L.) y es una baya globosa que se agrupa
en racimos. Esta formada por una pelicula exterior que envuelve la uva y se llama
hollejo, la pulpa es la parte carnosa que rellena la baya, el raspén es la rama pequeiia

que une el fruto con la vid y, por ultimo, las semillas (Figura 1).

Raspoén \r\

Pepita

Hollejo

Pulpa

Figura 1. Partes de la uva

La madurez de las uvas en el momento de la cosecha es uno de los parametros
mas importantes para obtener vinos tintos de alta calidad. Tradicionalmente, la
decisién de la cosecha se debe tomar solo después de analizar la concentracién de
azucar, la acidez valorable y el pH del jugo de uva (madurez tecnolégica). Sin embargo,
estos parametros solo proporcionan informaciéon sobre la madurez de la pulpa y pasan
por alto el grado real de maduracion de las pieles y semillas (madurez fendlica), que
son igualmente importantes para la vinificacién. La madurez tecnoldgica se determina
a través del contenido en sélidos solubles totales, o concentracidn de azucares, el pHy
la acidez total del mosto de la uva, mientras que la madurez fendlica esta relacionada

con los contenidos de compuestos fendlicos presentes mayoritariamente en las partes
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sélidas del fruto, dicha madurez se logra cuando las semillas tienen baja concentracién
de taninos y el hollejo es rico en éstos y en antocianos. La madurez fendlica es
importante porque es, grosso modo, la responsable de la astringencia y el color del

vino.

No se alcanzan simultdaneamente los vencimientos, tecnolégico y fendlico, sino
que tienden a separarse dependiendo de varios factores: variedad de uva, cultivar,
condiciones climaticas adversas, suelo, disponibilidad de agua y practicas culturales.
Ademas, esta divergencia esta aumentando como consecuencia del cambio climatico
(mayores cantidades de CO,, menos lluvia y temperaturas mas altas) (Meléndez et al.,

2013).

1.2.1 LA SEMILLA DE LA UVA

Las semillas de uva constituyen una pequefia parte de la baya, pero afectan
ampliamente las propiedades sensoriales del vino. Sus compuestos fendlicos son
responsables de estas propiedades y cambian de manera cualitativa y cuantitativa
durante la maduracién. Los compuestos fendlicos mds representativos de las semillas
de uva son los flavanoles. Aunque las semillas representan solo el 0-6% del peso de las
bayas, son una fuente importante de dichos compuestos para los vinos (Rodriguez-

Pulido et al., 2014).

Durante el desarrollo de la semilla, su cubierta sufre muchas transformaciones
estructurales y quimicas, algunas de las cuales se manifiestan por cambios en el color.
Existe una fuerte correlacion entre el color de la cubierta de la semilla y Ia
concentracion de taninos extraibles y ambos son secuencias naturales en el proceso de
maduracion de la semilla. Esto indica que los cambios en la composicién fendlica de las
semillas pueden reflejarse a través de los cambios en el color de su cubierta, por lo que
el color puede ser un indicador o una guia de la madurez de la semilla. Una capa de
semilla gruesa, dura y de color oscuro indica madurez e implica la impermeabilidad de
la capa de semilla mds externa. Los compuestos fendlicos en esta cubierta pueden
actuar como una barrera bioquimica para la permeabilidad al oxigeno (Ristic y lland,

2005).
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Los principales componentes de las semillas de uva son: agua (25%-45%),
hidratos de carbono (34%-36%), aceites (13%-20%), compuestos fendlicos (4%-6%),
compuestos nitrogenados (4%-6,5%), minerales (2%-4%) y acidos grasos (1%)

(Ribereau-Gayon, 2006).

La semilla de uva representa aproximadamente el 0-6% del contenido total de
las bayas y la cantidad de proteinas que contienen las semillas tiene un rango del 10 al

13% (Fantozzi, 1981).

1.3. TECNICAS ESPECTROSCOPICAS

La espectroscopia es una técnica optica enfocada a la evaluacidon de las
propiedades quimicas de productos de la industria alimentaria. Sin embargo, su mayor
restriccion es que la medida se realiza sobre una superficie o volumen concreto y es
necesaria cierta homogeneidad en la muestra para que el espacio de medida no sea

una limitacién (Rodriguez-Pulido, 2014).

La espectroscopia en el infrarrojo cercano (NIR) es una técnica no destructiva
que permite cuantificar un elemento quimico en una mezcla compleja de elementos
sin trabajo previo de separacion de la muestra vy, por ello, ha sido utilizada con buenos
resultados para desarrollar métodos que puedan reemplazar las técnicas tradicionales

de andlisis en uva (Ferrer-Gallego et al., 2011; Jarquin-Sanchez et al., 2011).

La caracteristica comun de estas técnicas es la interaccion de la muestra con la
radiacion electromagnética como vehiculo para el andlisis. El andlisis mediante este
tipo de técnicas puede tener diversas variantes segun el tipo de muestra y la radiacién

electromagnética empleada (Nogales-Bueno, 2017).

1.3.1 IMAGEN HIPERESPECTRAL

Las técnicas hiperespectrales surgen de la integracién de la vision artificial
convencional y de las técnicas espectroscdpicas, determinando en un mismo analisis
las propiedades espaciales y quimicas de una muestra (Rodriguez-Pulido, 2014). La
importancia de estas técnicas reside en que proporcionan la deteccion, cuantificacion y
evaluacion de caracteristicas que no podrian ser evaluadas utilizando el espectro

visible, esto es la region del espectro electromagnético detectable por el ojo humano.
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Una imagen hiperespectral tiene tantas bandas espectrales como se desee, en
las que se recopila y procesa la informacion a través de todo el espectro
electromagnético. Cada banda espectral pertenece a una longitud de onda diferente
(Nogales-Bueno, 2017; Rodriguez-Pulido, 2014). En estas imagenes, cada banda,
representada en escala de grises, corresponde a la reflectancia de la muestra a una
Unica longitud de onda. La reflectancia espectral es la relacion entre la energia
reflejada y la energia incidente como funcion de la longitud de onda. Para la mayoria

de materiales, la reflectancia espectral varia con la longitud de onda (Ruiz, 2016).

1.3.2 VENTAJAS DE LAS TECNICAS ESPECTROSCOPICAS DE IMAGEN
— No requiere preparacién de la muestra.
— No requiere reactivos.
— Andlisis simple, no invasivo y no destructivo.
— Econdmico y automatizable.
— Espectro de cada punto de la imagen.
— Eleccidn de la regidn de interés.
— Medidas cualitativas y cuantitativas.

— Determinacion de multiples constituyentes.

A pesar de todas estas ventajas y de proporcionar gran cantidad de
informacién, es un método de analisis indirecto, por lo que se necesita una calibracion
y una validacién complicada; se puede producir superposicion de bandas (Ruiz, 2016) y
es dificil asignar dichas bandas a grupos funcionales. Ademas, requiere ordenadores

gue hagan frente a la cantidad de informacidn que se tiene que procesar.

De hecho, un estudio sobre las imagenes hiperespectrales y multiespectrales
para evaluar la inocuidad y calidad de los alimentos (Qin et al., 2013) pone de
manifiesto que entre las desventajas de la técnica de analisis de imagen hiperespectral
se encuentra la gran cantidad de datos que genera, lo que implica un gran coste
computacional, y el elevado coste de los sistemas de andlisis de imagen hiperespectral,
caracteristicas que ralentizan el avance en este campo. Es por esto, que una de las
lineas de estudio mds importantes en relacidn con el andlisis de imagen hiperespectral

es la identificacion de longitudes de onda o pequefias regiones de espectro
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electromagnético que tengan gran importancia en las aplicaciones estudiadas. A partir
de estas longitudes de onda de interés, pueden desarrollarse dispositivos de analisis de
imagen multiespectral. Estos sistemas son menos complejos que los hiperespectrales
y, por tanto, mas econdmicos; recogen imagenes con menor resolucion espacial y
espectral, y permiten una adquisicion y tratamiento de datos mas rapidos,

posibilitando asi el uso de esta tecnologia.

1.4 SEMILLAS, PROTEINAS Y COPIGMENTACION

El fendmeno de copigmentacidn es un mecanismo asociado exclusivamente a la
familia de los pigmentos antocidnicos, que ocurre tipicamente en medio acuoso y
ampliamente extendido en la naturaleza. Como copigmentos, pueden actuar
sustancias muy distintas: polisacdridos, compuestos fendlicos, alcaloides, aminoécidos,
acidos organicos e incluso los mismos antocianos asociados entre si. Los requisitos que
deben cumplir es poseer o adoptar una configuracién estructural espacial plana, tener
al menos un anillo aromatico en su estructura para poder formar complejos que son
los responsables del color (Gordillo, 2012) y estar en disolucién con densidad

electrénica diferente del otro copigmento.

La copigmentacion es de vital importancia para comprender la relacién entre la
composicion de la uva y el color del vino, la variacién en el color y la concentracién de
pigmento entre los vinos, y todas las reacciones que involucran a las antocianinas

durante el envejecimiento del vino (Boulton, 2001).

Desde la aparicion del articulo "The copigmentation of anthocyanins and its role
in the color of red wine: a critical review", publicado en el afio 2001 por Roger Boulton,
los endlogos y la comunidad cientifica general volcaron su atencién hacia este
fenédmeno que ocurria al parecer naturalmente en los vinos tintos jévenes, que puede
definirse como la suma de un antociano (pigmento) con un copigmento (molécula sin
color), dando como resultado un complejo que muestra un mayor despliegue de color
gue el antociano solo en solucién. Pero écudnta importancia tiene en el vino tinto?
Boulton declara que mas del 50 % del color mostrado por un vino joven puede ser

explicado por copigmentacion.
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Desde el punto de vista molecular, la copigmentacién consiste en la formacién
de un complejo de estequiometria 1:1 (Figura 2), en el que un pigmento se apila con
un copigmento, estableciéndose interacciones débiles entre las nubes electrénicas de
los anillos aromaticos de ambos (Gordillo, 2012). Es una unién no covalente que
origina un entorno hidrofébico evitando que las moléculas de agua accedan al interior
de esta estructura tipo sandwich produciendo asi formas incoloras (Garcia, 2017). El
resultado de este fendmeno provoca la modificacién de las propiedades espectrales
del color del antociano aumentando la longitud de onda maxima de absorcién vy la

absortividad, cantidad de luz absorbida por el vino.

Copigmento

Figura 2. Proceso de copigmentacion. Formacion de complejos.

Los pigmentos responsables del color del vino son compuestos muy reactivos,
inestables y sensibles a reacciones de degradacidon o de modificacién de su color. El
catién flavilio es la forma antocidnica que participa en las reacciones de
copigmentacion. Los antocianos muestran un color rojo a pH &acido, en el cual
predomina el cation flavilio. Entre pH 2 y 4, predomina la anhidrobase quindnica, de
color azul. Entre pH 5 y 6, predominan la pseudobase carbinol y la chalcona, que son
incoloras. A pH>7, los antocianos son degradados dando un color amarillo o pardo

(Gordillo, 2012; Rodriguez-Pulido, 2014).

A un pH tipico de vino tinto de 3.5, aproximadamente el 6% de las antocianos
libres cambian dando un color rojo. Entonces, cuando se agregan ciertos fenoles, que
no son pigmentos, pueden formar un complejo con antocianos incoloros libres, lo que

aumenta el color del vino (Darias-Martin et al., 2001).
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En un estudio consultado sobre la influencia de la eliminacién y adicidon de
semillas en el color, composicidn fendlica y astringencia del vino tinto (Canals et al.,
2008), se dictd que la eliminacién de semillas disminuye considerablemente el color, la
astringencia y el amargor de los vinos, mientras que la adicidon de semillas aumenté su
cuerpo y astringencia. De esta manera, se concluyd que eliminar y agregar semillas
afecta considerablemente al color, a la composicion de los compuestos fendlicos y a la

astringencia del vino.

Actualmente, el uso de proteinas procedentes de semillas de uva como
copigmento en el proceso de vinificacion se estd estudiando, por esta razdn, la
busqueda bibliografica sobre este tema ha sido limitada. Pero tras la revisidn
bibliografica (Gordillo, 2012; Rodriguez-Pulido, 2014) se entiende que solo aquellas
proteinas que puedan adoptar una configuracidn estructural espacial plana y, ademas,
poseer uno o varios anillos aromaticos en su estructura podrian tener la condicién de

copigmento.

16



2. OBJETIVOS

El objetivo de este Trabajo de Fin de Grado es demostrar la heterogeneidad de
la concentracién de nitrdgeno que contienen las semillas de uva blanca variedad
Moscatel con el fin de ser utilizadas como subproducto para que ayude durante la
vinificacidon. Se realiza mediante la caracterizacion espectral como método no

destructivo de muestras de semillas de uva blanca.

Los objetivos especificos han sido:

e Revision bibliografica de los antecedentes y el estado actual de la materia.

e Utilizar métodos no destructivos y no perjudiciales para el medio ambiente
como es la imagen hiperespectral en el infrarrojo cercano, para la clasificacion
de semillas con espectros similares.

e Aplicar la metodologia para el analisis de imagen de semillas de uva blanca
mediante la obtencién de imagenes para el estudio morfolégico.

e Determinar el porcentaje de proteinas contenido en las semillas de uva blanca
Moscatel mediante el método Kjeldahl.

e Correlacionar el % de proteinas de las semillas con la clasificaciéon
hiperespectral de las muestras.

e Evaluar la concentracién de proteinas en semillas de uva blanca.

17
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3. MATERIALES Y METODOS
3.1. BUSQUEDA BIBLIOGRAFICA

El titulo de este trabajo de caracter experimental es “Caracterizacién
tecnoldgica por métodos espectroscopicos de semillas de Vitis vinifera L. como
coadyuvantes de la vinificaciéon”. Se ha llevado a cabo el estudio de semillas de uva
blanca (Vitis Vinifera L.) de variedad Moscatel mediante el andlisis de la imagen
hiperespectral realizado por un sistema compuesto por una fuente de iluminacién,
escaner, sistema 6ptico, espectégrafo, cdmara y ordenador.

Para la recopilacién de la bibliografia se consultaron las siguientes bases de
datos: FAMA, Pubmed, Dialnet, ProQuest Ebook Central y ScienceDirect. Incluyendo

articulos de revistas y libros consultados en la Biblioteca de la Universidad de Sevilla.

Se han realizado busquedas bibliograficas especificas sobre las siguientes

materias:

o Vinificacién, el vino, la uva, las partes de la uva y, mas concretamente, la
semilla de la uva y su composicion.

o Técnicas espectroscopicas, en especial, aquellas que se referian al analisis de
imagen hiperespectral mediante infrarrojo cercano (NIR).

o Método de andlisis quimico Kjeldahl.

Una vez recopilada toda la informacién, tanto la obtenida de manera
experimental como la obtenida a través de las bases de datos ya mencionadas, y
distribuida segun las partes del trabajo, se procedié a escribir el presente trabajo junto

con las conclusiones basadas en la experimentacion y en los datos obtenidos.

3.2 MUESTRAS
Para este trabajo se han utilizado 1.776 semillas de un solo muestreo de uva
blanca (Vitis vinifera L.) de la variedad Moscatel de Alejandria, suministradas por la

Bodega Malaga Virgen, S.A.U. (Fuente de Piedra, Mdlaga), de la campana de 2015.
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3.2.1 PREPARACION DE LAS MUESTRAS

A su llegada, las muestras se conservaron envueltas en papel de aluminio y en
frio. Se almacenaron en 19 placas de 96 pocillos, apilados y mantenidos en
refrigeracion a 4°C, de esta manera se identificd cada una individualmente.

Se midid el espectro infrarrojo de cada una de ellas con la camara
hiperespectral y se separaron en 5 grupos diferentes de acuerdo con su perfil espectral
y con un algoritmo de k-medias (Figura 3), tras esta separacidon se conservaron las

semillas de uva en tubos centrifuga de 50 mL (Figura 4).

Figura 3. Identificacion individual de las semillas.

Figura 4. Conservacion de semillas en tubos centrifuga.
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Una vez divididas las semillas por grupos, se procedié a realizar la pesada de

cada grupo, tras lo cual, se conservaron las muestras en refrigeracién (4°C) hasta llevar

a cabo su analisis quimico por el método Kjeldahl.

3.3 ANALISIS DE IMAGEN

3.3.1 IMAGENES HIPERESPECTRALES

Es una imagen que tiene varias bandas espectrales de informacion a través de

todo el espectro electromagnético (Roman-Gonzalez y Vargas-Cuentas, 2013).

Para la obtencidon de imagenes en el espectro de infrarrojo cercano (NIR) de las

semillas de uva blanca, se utilizé una camara hiperespectral (Figura 5) que consta de

las siguientes partes:

Camara: modelo Xeva 1.7-320, fabricada por Xenics® (Lovaina, Bélgica). Tiene
un detector tipo InGaAs con refrigeracion termoeléctrica y un intervalo
espectral atil de 900 a 1700 nm, compuesto por una matriz de 320x256 pixeles.
Posee una fuente de alimentacidon propia de 12 V y se comunica con el
ordenador por USB 2.0.

Espectrégrafo: modelo Imspector N17E de Specim® (Oulu, Finlandia). Dispersa
la luz en longitudes de onda que van de 900 a 1700 nm, formando una imagen
bidimensional de 14.2x7.6 mm (espacialxespectral). Por lo que la imagen queda
registrada en su dimensién espacial en el eje de 320 pixeles de la cdmara y la
dimensién espectral de 7.6 mm queda registrada en el eje de la cdmara de 256
pixeles. La resolucidn espectral del equipo es de 3.25 nm, resultado de repartir
el intervalo util del espectrégrafo en los 256 pixeles de la cdmara.

Sistema de barrido: modelo Mirror Scanner de Specim® (Oulu, Finlandia).
Genera la dimensién espacial restante. Estd disefado para ser acoplado al
espectrégrafo y es util en el mismo intervalo del espectro electromagnético.
Dispone de un espejo movil que barre la superficie de muestra y permite
construir el hipercubo (imagen con informacidn espacial y espectral). Tiene una
fuente de alimentacién propia de 24 V y se comunica con el ordenador

mediante un puerto USB 2.0.
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lluminacion: proporcionada por dos lamparas halégenas tipo cuarzo iodo de
70W Prilux® (Barbera del Vallés, Barcelona). Colocadas a la altura de la cdmara,
separadas 50 cm y dirigidas a 45° respecto a la superficie de la muestra.
Bandeja de muestra: de polietileno con espectro concreto util en los procesos
de segmentacidn de las imagenes hiperespectrales.

Blanco de referencia: es una pieza de ceramica certificada Spectralon® de
300%x25x10 mm (Labsphere Inc., North Sutton, USA).

Software: SpectralDAQ 3.62, Specim® (Oulu, Finlandia). El tiempo de
integracion de las imagenes es de 9 milisegundos y la tasa de muestreo de 50
Hz (imagenes por segundo), dependié de la iluminacion y de la potencia del

ordenador.

Figura 5. Equipo de andlisis de imdgenes hiperespectrales

3.3.2. PROCESADO DE IMAGENES

Los datos obtenidos en el analisis de imagenes hiperespectrales se recogierony

se exportaron al programa MATLAB.

MATLAB es una plataforma para el cdlculo cientifico y la programacion de alto

nivel que utiliza un entorno interactivo que permite realizar tareas de célculo

complejas de manera mas eficiente que con los lenguajes tradicionales. Es una
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herramienta de software de alto nivel para el desarrollo de algoritmos, visualizacién de
datos, analisis de datos y andlisis numérico. Es adecuado para resolver problemas que
involucran cdlculos técnicos utilizando algoritmos optimizados que se incorporan en

comandos faciles de usar (Pérez, 2014).

Este programa resulta muy util para el andlisis de imagen, ya que tanto las
imagenes digitales como los hipercubos en imagenes espectrales son matrices

tridimensionales (Ruiz, 2016).

3.4 ANALISIS QUIMICO

3.4.1. MATERIAL Y REACTIVOS
— Balanza analitica

— Bloque digestor

— Sistema colector de humos

— Tubos digestores Kjeldahl de 150 mL

— Equipo de destilacidn por arrastre de vapor

— Erlenmeyer de 200 mL

— Bureta de divisiones de 0.1 mL

— Probetas de 50 mL

— Acido bérico solucién 4%

— Acido Clorhidrico 0.1M

— Acido Sulfdrico 96%

— Agua destilada

— Etanol 96% v/v

— Catalizador: Cobre Il Sulfato 5-hidrato; Potasio Sulfato; Selenio metal polvo
— Indicador Mixto (Rojo de Metilo-Azul de Metileno)
— Piedra pédmez en granulos

— Hidréxido de sodio (lentejas)
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3.4.2 DETERMINACION DE NITROGENO TOTAL: METODO KJELDAHL

v" FUNDAMENTOS

La determinaciéon de las cantidades totales de nitréogeno es muy
importante en la nutricién y bromatologia, ademas del control de calidad de los
productos farmacéuticos, especialmente las proteinas. El método Kjeldahl ha
sido ampliamente utilizado desde 1883. Las muestras que contienen
compuestos de nitrégeno se descomponen calentandolas con acido sulfurico
concentrado. El sulfato de amonio resultante, diluido con agua, se calienta con
hidroxido de sodio concentrado para liberar amoniaco, que se valora para
proporcionar datos cuantitativos. El procedimiento de digestidn se lleva a cabo
a alta temperatura y genera gases toxicos. Por lo tanto, todo el aparato debe
colocarse en una camara de aire que ocupa un espacio relativamente grande.
Debido a estas exigencias del proceso, no es practico analizar una gran cantidad
de muestras (Yasuhara y Nokihara, 2001).

Hoy, este método es universalmente aceptado y utilizado en decenas de
miles de laboratorios en todo el mundo para el andlisis de nitrégeno en una
amplia variedad de materiales, como alimentos, bebidas, productos agricolas,
muestras ambientales, productos quimicos, bioquimicos y farmacéuticos. Sin
embargo, un analisis exitoso requiere un muestreo y manejo de muestras
adecuados, que dependen del tipo de material.

Se basa en una volumetria acido-base. Es un procedimiento directo y
facilmente adaptable al andlisis rutinario de un gran nimero de muestras. Es un
método excelente para la determinacién de proteinas contenidas en la semilla
de la uva blanca de nuestro trabajo.

El método Kjeldahl ha sido validado y estandarizado para la estimacion
total de proteinas (crudas) para una amplia variedad de matrices alimentarias,
indirectamente determinado por su contenido de nitrégeno, y es el método de
referencia adoptado por muchas organizaciones internacionales. El
procedimiento de Kjeldahl tiene varias variantes, basadas principalmente en el
tamafio de la muestra y el aparato requerido. El control de calidad es esencial

para mediciones precisas de nitrogeno por este método. A pesar de algunos
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factores negativos (es peligroso, prolongado y laborioso), el método Kjeldahl y
sus variantes con acabado instrumental siguen siendo métodos precisos y
confiables (Sdez-Plaza et al., 2013).

La muestra es atacada por acido sulfurico 96%, y se transforma el
nitrégeno organico en iones amonio, se emplea sulfato de cobre Il y selenio
como catalizadores. En un medio fuertemente basico, es posible la destilacion
del amonio, que es recogido sobre el acido bdrico. La posterior valoracién con
acido clorhidrico permite el cdlculo de la cantidad inicialmente presente en la

muestra.

PROCEDIMIENTO
A los 5 grupos de semillas se les analizé el nitrégeno total como medida
estimativa de la concentracidén de proteinas.

Los procesos del método Kjeldahl son:

I. Digestién. Para llevar a cabo este método, se pesé en una balanza
analitica con una precisién de 0,1 mg, 1 g de la muestra, en este caso, se
cogieron dos alicuotas de cada grupo de semillas. Se llevaron al tubo
digestor Kjeldahl y se introdujeron sucesivamente unos granos de
piedra pdmez, 4,3 g de sulfato potdsico (catalizador), 0.3 g de cobre Il
sulfato 5-hidrato (catalizador) y una punta de espdtula de selenio metal
polvo (catalizador), se produjo la mineralizacién de las muestras. Se
agregaron 15 mL de acido sulfurico 96% en exceso y se mezcla
suavemente por rotacion.

Esta parte del proceso se realiza igual en dos tubos digestores Kjeldahl
sin muestras, que se consideran los blancos del analisis.

En total, se utilizan 12 tubos digestores Kjeldahl (Figura 6).
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Figura 6. Tubos utilizados en la digestion.

Se acopla el colector de humos y se pone en marcha el digestor (Figura
7) con la siguiente programacion:

1. 15 min. a 125°C para evaporar el agua.

2. 15 min. a 300°C para reducir la produccién de humos blancos (SO,)
3. 90 min. a 400°C para completar la digestion.

Tras este tiempo, se deja enfriar hasta que los tubos alcancen la

temperatura ambiente.

Figura 7. Digestor y tubos digestores preparados

II.  Destilacidn. Esta fase se realiza en un Erlenmeyer de 250 mL, se ponen
25 mL de acido bérico solucién 4% y unas gotas de indicador mixto. Se

introduce hasta el fondo del Erlenmeyer la alargadera del aparato de
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destilacion. Se conecta el tubo digestor al destilador y se afiaden 75 mL
de hidroxido de sodio al 40% al tubo con la muestra accionando el
pulsador durante 2 segundos, 3 veces consecutivas.

La destilacion finaliza cuando se ha destilado minimo 150 mL en el
Erlenmeyer (Figura 8).

Lo que se obtiene en el Erlenmeyer es: acido bdrico, amoniaco,

indicador y agua.

Figura 8. Proceso de destilacion

Valoracidn. Se realiza con acido clorhidrico 0.1 M.

Primero, se hace una prueba en blanco. En el blanco se puede dar que
necesite cierto volumen de acido clorhidrico porque, seguramente, algo
de sosa haya pasado al matraz del dcido bérico, de hecho, hay un leve
cambio de color en la valoracién del blanco. Para la realizacién de los
calculos de este trabajo, se realizé la media de las valoraciones de los
dos tubos digestores considerados blancos, es decir, aquellos que no
contenian muestras.

En el matraz obtenido de la destilacion de los tubos con muestras, hay
borato amdnico, que se valora con acido clorhidrico hasta cambiar el
color del liquido (Figuras 9 y 10).

Aunqgue después de la digestion se tengan iones amonio, no se podrian
valorar con hidréxido de sodio directamente, ya que hay exceso de

acido sulfurico en el medio y, ademads, el ion amonio esta unido a un
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acido muy fuerte necesitando una base muy concentrada, por eso hace
falta hidréxido de sodio muy concentrado para desplazar los iones de

amonio y destilarlos.

Figuras 9y 10. Valoracion del borato amdnico con dcido clorhidrico

A continuacion, se detalla el proceso quimico que se lleva a cabo en este

método:

A+K,S0,

MUESTRA(N organicoy + H2.S0, ——— €0, + S0, + (NH,) ,S0,
+ NaOH — NH;(gas) + H,0 — NH3 + HCloxe
— NH,Cl+ HCl — NH; + H3;BO; — NH}

+ H,BO; L HCI

v CALCULOS
Al conocer los mL de HClI empleados en dicha valoracién, hallaremos Ia
cantidad de nitrégeno en % p/p que contiene cada muestra estudiada gracias a

la siguiente ecuacion:

(V-=V))-N-0,014-F
P

%Ntotal = 100

28



V = mL HCl gastados en la valoracion

Vi = mL HCl gastados en la valoraciéon del blanco
N = normalidad HCI

F = factor HCI

0,014 = peso de la masa equivalente del N (g)

P = peso en gramos de la muestra

El factor de conversién de nitrégeno a proteina es 5,53, es un dato especifico
para las semillas de uva, pero este factor varia seglin la matriz que se esté
estudiando. Gracias a este dato se obtuvo de manera sencilla el % proteinas

gue contienen las semillas de uva blanca.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

En un estudio sobre el uso de nitrégeno como nutriente en vifiedo y en
vinificacion (Bell y Henschke, 2005) se encontré que la tecnologia NIR podria facilitar
en gran medida la utilizacién del nitrégeno como coadyuvante en la vinificacién en el
futuro cercano y ayudar a optimizar los componentes de calidad del vino. En este
sentido, el presente trabajo auna el uso de técnicas espectrales y la composicidn

proteica de semillas de uva.

4.1 ANALISIS ESPECTRAL DE SEMILLAS

Se utilizaron muestras de uva blanca pertenecientes a la variedad Moscatel de

Alejandria, recolectadas en la Denominacién de Origen Malaga.

Tras la recepcion de las muestras, se adquirieron imagenes digitales en el
espectro de infrarrojo visible (NIR), siguiendo la metodologia descrita por Rodriguez-
Pulido (2014), quien concluye que la técnica de andlisis de imagen desarrollada en el
espectro de infrarrojo cercano, que es la utilizada en el presente trabajo, es una
alternativa para la estimacidon de caracteristicas quimicas de las semillas debido a su

simplicidad, versatilidad, rapidez y bajo coste.

En un estudio similar sobre el estado de madurez y la aptitud enoldgica en uva
mediante analisis de imagen hiperespectral (Nogales-Bueno, 2017), se concluyé que en
el intervalo espectral comprendido entre 950-1650nm la eficiencia del dispositivo de
adquisicion de imagenes hiperespectrales utilizado, el mismo que el empleado en

nuestro trabajo, es adecuada.

Tras el analisis mediante la cdmara espectral, método que se aplicé a cada
semilla de manera individual, se dividieron las semillas en 5 grupos diferentes y se
pesaron la totalidad de semillas de cada grupo obteniendo los siguientes datos (Tabla

1). Los resultados se expresan en gramos.

Dado que el peso medio de las semillas individuales es similar, en la Tabla 1 se
observa que la muestra conservada en el tubo 3 es la de mayor peso indicando que

seria la que mayor numero de semillas contiene. En cambio, el tubo 2 es el de menor
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peso presenta entendiéndose asi que es este tubo que contiene una menor cantidad

de semillas.

Tabla 1. Peso de los grupos de semillas

MUESTRAS PESO (gramos)
Tubo 1 11,6777 g
Tubo 2 3,7020 g
Tubo 3 20,8682 g
Tubo 4 12,1839 ¢
Tubo 5 9,3963 g

Tras la obtencion de los pesos totales de cada muestra, se seleccionaron, de
forma aleatoria, dos alicuotas de aproximadamente 1 g de cada tubo de muestras, que
se reservaron para la realizacidon del posterior analisis quimico. Mediante una balanza

de precision, se obtuvieron los correspondientes pesos (Tabla 2).

Tabla 2. Pesos de las muestras tomadas para el andlisis quimico

UESTRAG ALICUOTA A ALICUOTA B
(gramos) (gramos)
Tubo 1 1,0058 g 1,0057 g
Tubo 2 1,0018 g 1,0015 g
Tubo 3 1,0022 g 1,0001 g
Tubo 4 1,0009 g 1,0018 g
Tubo 5 1,0062 g 1,0042 g

32




4.1.1 APLICACION DE ESPECTROS E IMAGENES HIPERESPECTRALES PARA LA
DISCRIMINACION DE SEMILLAS

Para la optimizacion de la metodologia, se pusieron las semillas en placas de
pocillos, una a una, para que no hubiera interferencia ni sombras cuando se realizara el
espectro, de esta manera se facilitd la segmentacién, se aumenté la superficie de

muestra en la imagen y se mejoré la representatividad.

Una de las ventajas de las técnicas de imagen es la obtencién de informacién de
cada punto de la muestra (Rodriguez-Pulido, 2014). En este caso, se considerd el
espectro de cada muestra como la media de los espectros de reflectancia de todos los
pixeles de la regidn de interés. Y se separaron en 5 grupos con un algoritmo de K-

medias.

4.2 ANALISIS QUIMICO DE SEMILLAS

Las alicuotas de las muestras se sometieron a analisis quimico por el método
Kjeldahl, para obtener el contenido de nitrégeno de las semillas. Las semillas sufrieron
una digestién y, posteriormente, se realizd la destilacion y la valoracion, que son los
pasos anteriormente explicados de los que se compone este anadlisis. En la Tabla 3, se
pueden observar las cantidades de dacido clorhidrico (HCl) empleadas en cada
valoracidn expresadas en mililitros. Primero, se valoraron los blancos (blanco A=0,3 mL

de HCI; blanco B=0,5 mL de HCI), que son obtenidos de la digestion sin muestras.

Tabla 3. Cantidad de mL HCl gastados en la valoracion del nitrégeno de cada muestra

MUESTRAS mL de HCl de A mL de HCl de B
1 9,3mL 9,2 mL
2 9,1 mL 8,8 mL
3 9,0 mL 8,8 mL
4 8,8 mL 9,0 mL
5 8,6 mL 8,4 mL
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Empleando semillas de tubos diferentes, se consideran muestras diferentes ya
que, como vamos a ver, la discriminacion de semillas mediante analisis espectral es
acertada, ademas se extrajeron dos alicuotas de cada tubo para realizar el proceso dos

veces y asi obtener mas datos y comparar mejor.

La diferencia de pesos es muy pequefia, alrededor del 0,01%, en cambio, la
variabilidad del método de analisis estd en torno al 5%. Dicho esto, la variabilidad en
peso no justifica la variabilidad del andlisis, por lo que hay un error sistemdtico y

asumible.

La semejanza de los replicados es altisima, quiere decir que hay poca
variabilidad en los replicados, esto es bueno porque de esta manera los resultados son

fiables.

Un estudio sobre métodos de proteinas totales y su utilidad potencial para
reducir el riesgo de adulteracién de proteinas alimentarias (Moore et al.,, 2010),
revisado para complementar este trabajo, expone que el método Kjeldahl ha sido
validado y estandarizado para la estimacién de proteinas totales (crudas) para una
amplia variedad de matrices de alimentos y ha sido adoptado por AOAC International,
AACC International, ISO y AOAC. También en un estudio sobre la evaluacién de la
digestion con persulfato alcalino como alternativa a la digestién de Kjeldahl para la
determinacién de nitrégeno y fésforo total y disuelto en agua (Patton, C.J. y Kryskalla,
2003) se dictd que el método Kjeldahl es el método de referencia para la
determinacion de nitrégeno. En principio, el nitrdgeno organico, pero no el nitrato o
nitrito, se reduce a amonio durante la digestion de Kjeldahl. Por lo tanto, la
determinaciéon de amonio segun el método de Kjeldahl proporciona el contenido de
nitrogeno organico y amoniaco. Ninguno de dichos estudios se realizdé con muestras de
semillas de uva blanca pero han demostrado que la eficacia de este método analitico

es extrapolable a las semillas.

Por otro lado, muchos autores han informado de éxito en el uso de los
espectros NIR junto con la quimiometria para asociar la informacion espectral con las
propiedades de la muestra obtenidas por métodos convencionales (Sdez-Plaza et al.,

2013).
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Un estudio consultado sobre una revisidén y algunos estudios sobre la proteina
de la uva (Koch y Sajak, 1959) explicaba que la mayoria de las investigaciones sobre
sustancias nitrogenadas se llevaron a cabo determinando el contenido total de
nitrégeno por el Kjeldahl método. El contenido de proteina se estimé posteriormente
utilizando un factor de conversién apropiado. Los valores de proteina obtenidos de
esta manera no son representativos y se sobreestiman debido al hecho de que las uvas
y los vinos contienen una cantidad considerable de sustancias nitrogenadas no

proteicas.

4.3 VALORES DE NITROGENO Y PROTEINAS EN SEMILLAS

Utilizando los valores de las cantidades de HCI empleadas en cada alicuota de
las muestras y la ecuacidon indicada en el apartado de cdlculos del punto 3.4.2
DETERMINACION DE NITROGENO TOTAL, hallamos el %N, .4, de las semillas. Junto con
los resultados de la ecuacién y el factor de conversién de nitrégeno a proteina 5,53;
obtener el % de proteina de las semillas estudiadas es sencillo. Sin embargo, el
método en si no es sencillo, pero si eficaz en muestras que presentan una determinada
homogeneidad y asi lo demuestran algunos de los articulos consultados para este

trabajo (Beljkas et al., 2010; Sdez-Plaza et al., 2013; Yasuhara y Nokihara, 2001).

Segun se halla en la bibliografia (Wu y Lu, 2004), los aminoacidos que contienen
las semillas de las uvas son Lisina, Metionina, Cisteina, Fenilalanina, Tirosina,
Isoleucina, Leucina, Treonina, Valina, Histidina, Arginina, Glicina, Serina, Alanina, Acido

aspartico, Acido glutdmico y Prolina.

La cantidad de proteinas obtenidas supone alrededor de un 6,5% del peso total
de la semilla. En un estudio realizado utilizando muestras de leche en polvo,
sometiéndolas a NIR y al método Kjeldahl, los valores de proteinas obtenidos giran en
torno al 8% (Indacio et al., 2011). Sin embargo, es complicado comparar resultados ya

gue son muestras completamente diferentes.

Segln un estudio consultado sobre la semilla de la uva como fuente potencial
de proteina, esta parte concreta de la uva contiene aproximadamente entre un 10% y
un 13% de proteinas (Fantozzi, 1981) lo que contrasta con nuestros resultados de

alrededor del 6,5% de proteinas contenidas en las semillas de uva. También, en otro
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estudio similar sobre la diferenciacion de las variedades de Vitis vinifera (L.) se obtuvo
un nivel de proteina en las semillas estudiadas del 10% (Pesavento et al., 2008). En
cambio, en el manual sobre enologia de Ribereau-Gayon (2006), hemos comprobado
que los compuestos nitrogenados de las semillas de las uvas estan presentes en las
mismas entre un 4% y un 6,5%, teniendo en cuenta que las proteinas contienen
nitrégeno, podemos utilizar estos datos como referencia para comparar los % de

proteinas obtenidos en nuestro trabajo.

Y se desconocen los niveles reales de proteina a los que un vino puede
considerarse estable segin expone un estudio sobre las proteinas del vino (Ferreira et

al., 2001).

A continuacién, se muestra en la Tabla 4 todos los datos obtenidos a lo largo de
la fase experimental de esta investigacion:
o Peso medio en gramos de las muestras obtenidas de la separacién de
semillas de uva por similitud de espectro NIR.
o % de Nitrégeno medio que contienen las semillas.

o % de Proteina medio que contienen las semillas.

Tabla 4. Datos de pesada, valoracion y resultados de las semillas estudiadas

MUESTRA PESO (g) % Nitrégeno %Proteina
1 1,0058 1,232 6,813
2 1,0017 1,195 6,608
3 1,0010 1,189 6,574
4 1,0014 1,189 6,572
5 1,0052 1,128 6,239

Mediante el método Kjeldahl, hemos obtenido los datos de nitrégeno que se
muestran en la Tabla 4. Ya que, como se ha reflejado anteriormente citando
bibliograficamente, es un método estandarizado y fiable para la obtencién de valores
de nitréogeno de muestras de origen alimentario, que es el caso. Por lo tanto, son datos

de nitrégeno reales.
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Observando la Tabla 4, hay una diferencia notable entre el % de proteinas de la
muestra 1 y la muestra 5, teniendo pesos practicamente iguales, por lo tanto, esto
confirmaria que el analisis de imagen hiperespectral realizado inicialmente en el cual

se dividieron las semillas en 5 grupos diferentes segliin espectros similares es fiable.

Dicho esto, se concluiria que el método Kjeldahl ha sido la prueba quimica que
ha demostrado en este trabajo que la técnica espectral de imagen utilizada es valida.

Esto es, que se confirma la hipétesis de similar espectro-similar composicion.
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5. CONCLUSIONES

Tras el desarrollo del estudio sobre las semillas de uva (Vitis vinifera L.) de la
variedad Moscatel de Alejandria mediante técnicas espectrales y andlisis quimico, se

pueden extraer las siguientes conclusiones:

e La metodologia de imagenes hiperespectrales resulté ser capaz de evaluar el
contenido de nitrégeno de las semillas de uva blanca mediante un sencillo
analisis en el cual se obtuvo un espectro en la region del infrarrojo cercano sin
necesidad de tratamiento previo de la muestra.

e La espectroscopia en la regidn de infrarrojo cercano y el método Kjeldahl son
técnicas compatibles y han demostrado su eficacia para la caracterizacién de
semillas de uva blanca, por lo que se propone la medida espectral y el % de
nitrégeno como parametros para la clasificacidn de este tipo de muestras.

e La cantidad de proteinas contenidas en las semillas de una misma variedad de
uva difiere de una semilla a otra, por lo que se necesitaria conocer primero el %
de proteinas para poder utilizarlas como coadyuvantes de la vinificacion vy, asi,

tener control sobre los pardmetros en los que éstas influyen en dicho proceso.
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