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Resumen

Los elagitaninos son polifenoles presentes en las plantas que aportan propiedades
organolépticas al vino durante su crianza. Estos provienen de partes de los racimos
de uvas y de la madera de las barricas. Al utilizar tanques de acero o aluminio, la
alternativa mas rapida y barata es agregar astillas de roble al vino. Estas provienen
de la importacién de roble francés y americano, cuando en Espafia existen
alternativas que las pondria en valor y harian més rentables.

Boscalia Technologies, con el Proyecto TANNIRS, ha experimentado dos métodos
rapidos, sencillos, portatiles y no destructivos para la caracterizacion de los
elagitaninos en estas astillas, lo que permitiria validar su uso: la espectrometria del
infrarrojo cercano (NIRs) y espectrometria del infrarrojo por Transformada de
Fourier (FTIR-ATR). Se seleccionaron muestras de castafio, cerezo, fresno, encina y
roble francés y mediante GC-MS se obtuvieron datos del contenido en eugenol,p-
methyloctalactona, guaiacol, 4-methyl guaiacol, vanillin, furfural y 5-
methylfurfural. Los resultados con NIRs fueron poco resolutivos, con un
coeficiente de determinacidn (r2) < 0,6, mientras que con FTIR-ATR y
procesamiento mediante Machine Learning (método Random Forest) la r2 alcanzo
valores de 0,62 a 0,87 dependiendo del compuesto, demostrando el gran potencial
de esta tecnologia analitica.
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1. Introduccion

Los polifenoles son metabolitos secundarios presentes en las plantas
(concentrados en frutas, raices y madera) y se encuentran involucrados
directamente en ciertas reacciones durante el proceso de crianza del vino
condicionando sus propiedades de aroma y sabor. La principal fuente de
elagitaninos en el vino son las pieles y pepitas de las uvas, ademas de los raspones
de los racimos (Prieur et al., 1994), siendo la segunda fuente el duramen de roble
utilizado para hacer las barricas. Asi, durante el tiempo que el vino pasa en la
barrica, se liberan diferentes compuestos polifendlicos que son transferidos al
vino, modulando sus propiedades organolépticas, incluyendo el color (Chassaing et
al., 2010), aroma y sabor (astringencia y amargor; Michel et al,, 2011), ademas de
servir de proteccién frente la oxidacion (Vivas & Glories, 1996; Garcia-Estévez et
al., 2017). Los elagitaninos también revelan importantes propiedades bioldgicas
beneficiosas para el ser humano (como su capacidad antioxidante,
anticancerigena, antiinflamatoria, antibacteriana y con actividades de replicacién
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anti-VIH; Quideau et al., 2010).

Una alternativa al proceso de refinamiento del vino en barricas tradicionales es la
utilizacién de fragmentos de madera de roble (e.g. chips o astillas de roble,
denominados “alternativos”) que agregan al vino las propiedades aromaticas y
oxidativas requeridas y que permiten su refinamiento en tanques de acero o
aluminio (Cano-Lopez et al, 2008). Esta prdactica, regulada y aprobada por los
reglamentos europeos No 2165/2005 y No 1507/2006, permite disminuir
considerablemente los tiempos de crianza de los caldos y reducir los costes
derivados del cuidado y reposicién de barricas o de las mermas por evaporacion.
Pero las bondades de esta técnica no solo se basan en el abaratamiento de los
costes, sino que, ademads, el empleo de alternativos permite controlar mejor los
niveles de elagitaninos y polifenoles, que en exceso podrian enmascarar la
complejidad frutal y el terrufio del producto final (Rubio-Breton et al., 2018). Asi,
en los ultimos afios estamos asistiendo a una sofisticacién en la produccion de
alternativos de roble y actualmente existe una amplia gama de productos
comerciales disponibles en el mercado (Chatonnet, 2007). Sin embargo, solo se
comercializan chips de roble de especies y procedencias foraneas (principalmente
Quercus robur L. o roble francés y Quercus alba L. o roble americano), por lo que la
industria enoldgica espafiola presenta una estricta dependencia de la madera
importada. En Espafia existen, no obstante, dos especies de roble ampliamente
distribuidas y cuya madera tiene un aprovechamiento y valor practicamente nulo
(i.e. Quercus pyrenaica Willd. y Quercus faginea Lam.), que podrian potencialmente
ser usadas como alternativos de roble. Ademas, por todo el territorio nacional se
encuentran otros tipos de quercineas (i.e. Q. ilex L., Q. suber L.) y otras especies de
madera dura (Castanea sativa Mill., Prunus cerasus L. o Fraxinus excelsiorL.) que
ya han sido objeto de varios estudios como posibles fuentes de madera apta para
toneleria (ver Martinez-Gil et al, 2018 para una revision). El1 empleo de estos
alternativos no solo permitiria revalorizar las maderas de estas especies,
aportando rentabilidad a la gestiéon y cuidado de los montes espafioles, sino que
afladiria nuevos matices y propiedades a un mercado del vino cada vez mas
saturado y competitivo.

No obstante, antes de fomentar el uso de alternativos de diversas especies
arbdreas y acceder al mercado en un sector como el vitivinicola, es necesario
aportar garantias de calidad que aseguren que éstas constituyen una alternativa
real a las maderas empleadas tradicionalmente. En este sentido es fundamental
realizar una caracterizacion quimica de las maderas y alternativos para garantizar
unas propiedades enoldgicas aptas para la maduracion de los vinos. Hasta la fecha,
se han empleado técnicas quimicas como la cromatografia de liquidos de alta
resolucion (HPLC) o la espectrometria de masas, entre otras, para evaluar el
proceso de extraccion fenoélica de la madera (Cadahia et al., 2003, 2007; Fernandez
de Simon et al, 2009), de astillas (Baca-Bocanegra et al, 2019) o del vino
directamente (Garcia et al., 2012; Chira & Teissedre, 2015). Aunque estos estudios
lograron resultados muy precisos, las técnicas de laboratorio empleadas resultan
costosas, lentas y destructivas y requieren el uso de reactivos quimicos y de
personal cualificado para su analisis.

En este trabajo comprobamos la capacidad analitica para la cuantificacion de
polifenoles por medio de dos tecnologias vibracionales: la espectrometria del
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infrarrojo cercano (NIRs) y la espectrometria del infrarrojo por Transformada de
Fourier con reflectancia total atenuada (FITR-ATR). Basicamente, la espectroscopia
vibracional incluye un conjunto de técnicas basadas en el andlisis de la vibracion
de las moléculas al incidir sobre ellas un haz de luz que puede abarcar un amplio
rango de longitudes de onda, generalmente entre el visible y el infrarrojo cercano
(Vis-NIR; 400-2500 nm). Esta técnica permite registrar la respuesta de la muestra a
esta luz incidente mediante aparatos denominados espectrometros y estudiar ese
espectro resultante (ya sea el reflejado o el absorbido) cuyas caracteristicas
dependen directamente de la composicidn y estructura interna de la misma. Asi, el
espectro obtenido constituye una especie de ‘huella dactilar’ fisico-quimica de la
materia analizada (Larkin, 2017; Pupeza et al., 2020).

Dado que las bandas de vibracion de los enlaces son anchas y a menudo se
solapan en las mismas longitudes de onda, para la correcta interpretacion de los
resultados y poder generar modelos predictivos que caractericen o clasifiquen
nuevas muestras es necesario realizar complejos tratamientos estadisticos
(quimiométricos) sobre los espectros. Sin embargo, una vez realizada la
quimiometria y la modelizacidn, la naturaleza de la propia técnica permite realizar
un gran numero de andlisis en un periodo de tiempo muy corto (menos de 1
minuto desde la medicién de la muestra hasta la obtencién del resultado), con un
coste limitado al del propio equipo y al de la persona que lo maneja (que no
necesita ser un especialista). A estas ventajas hay que afiadir que se trata de una
técnica no destructiva, que no necesita tratamiento previo de la muestra (por lo
tanto, no requiere reactivos quimicos, ni radiaciéon y reduce el riesgo de error por
el operador), es de sencillo manejo y permite analizar multiples componentes de
forma simultdnea y a partir de una unica medida. Estas capacidades hacen que
estas tecnologias NIRs y FTIR-ATR se empleen con éxito desde hace décadas en los
analisis de las industrias agroalimentaria y farmacéutica y, hoy en dia, su dmbito
de actuacion se encuentre en expansidon a otros campos como la medicina (p.e.
analisis de sangre y tejidos), el analisis de suelos, hidrocarburos, disolventes,
pintura y, en general, cualquier compuesto que requiera conocer su composicion
para control de calidad, monitorizacién de procesos, control de residuos, contenido
de humedad, trazabilidad, etc. Ademas, en las ultimas décadas han aparecido
equipos comerciales portatiles y relativamente econémicos que permiten trabajar
con la misma precision fuera de los laboratorios. Esto ha expandido el uso de la
técnica al sector maderero y vinicola. En el primer caso los estudios sobre los
espectros Vis-NIR en madera se han multiplicado, demostrando que pueden
caracterizar eficazmente sus propiedades quimicas, fisicas, mecéanicas y
anatomicas (Kelley et al., 2004; Jones et al., 2006; Prades et al., 2010; Tsuchikawa &
Kobori, 2015; Acquah et al., 2018; Schimleck et al., 2018), ya que las principales
bandas de absorcion de los espectros proceden de los enlaces O-H, C-H y C-0, que
son los principales componente de la pared celular de la madera (constituida por
celulosa, hemicelulosa y lignina). La precisién de la espectroscopia Vis-NIR es tan
elevada que permite incluso la diferenciacién del origen geografico de la madera
(de Luque et al., 2017).

Dentro del sector vinicola, varios trabajos de investigacién han usado la
espectroscopia Vis-NIR para determinar concentracion de azucares o densidad de
las uvas y polifenoles en el vino (Garde-Cerdan et al, 2010; Kemps et al., 2010;
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Ferrer-Gallego et al., 2011; Nogales-Bueno et al., 2015). También ha permitido usar
la espectroscopia para discriminar vinos envejecidos en diferentes tipos de
recipientes de madera, por diferentes periodos de tiempo o usando diferentes
alternativos (Ferreiro-Gonzélez et al., 2019; Gomez et al., 2019). Recientemente la
investigacidn estd permitiendo extender el uso de la técnica en el andlisis de la
madera destinada a usos vinicolas, en la que detecta con bastante precision (R2
superiores al 0,9) polifenoles en duelas y astilla de roble (Zahri et al., 2008; Baca-
Bocanegra et al., 2018; Baca-Bocanegra et al., 2019).

Por lo tanto, nos encontramos en los primeros pasos, de la investigacion sobre la
capacidad de la espectroscopia Vis-NIR para determinar ciertas propiedades de la
madera y su posterior implementacion en el sector vinicola. Sin embargo, hasta la
fecha ninguna investigacion ha usado esta tecnologia para caracterizar polifenoles
(elagitaninos) y ciertas propiedades de interés en maderas y/o astillas destinadas a
macerar el vino mas alld del robre francés o americano. Esta caracterizacion
mediante la espectroscopia Vis-NIR supondria un avance de cierta envergadura en
el sector vinicola. Asi, la caracterizacién, desde el punto de vista del interés
vinicola, de madera y astillas de otras especies autoctonas permitiria
independizarnos de los mercados internacionales y revalorizar un producto local
de calidad y muy accesible. En este sentido, los montes espafioles, con baja
productividad econdémica o con mercados amenazados pueden encontrar en el
sector vitivinicola un mercado que permita aumentar su rentabilidad,
contribuyendo a mejorar la economia rural basada en recursos enddgenos, fijar
empleo y poblacién y, simultdneamente, rentabilizar las labores selvicolas y de
regeneracion que garanticen la sostenibilidad de los montes y sus valores
ambientales. El uso de otras especies alternativas podria aportar al vino
caracteristicas organolépticas distintas y complementarias a las proporcionadas
clasicamente por el roble. Por otro lado, es sabido que la calidad del vino
elaborado a partir de alternativos viene determinada por numerosos factores
(tamafio de los fragmentos, especie empleada, origen y densidad de la madera,
grado de tostado, concentracidn de polifenoles y demas compuestos volatiles, etc.)
que potencialmente podrian ser caracterizados también mediante la
espectroscopia Vis-NIR. La portabilidad y facilidad de wuso de algunos
espectrofotémetros Vis-NIR permitiria que el propio personal de la bodega pudiera
caracterizar in-situ y en menos de un minuto las astillas o madera antes de
introducirlas en el mosto en los tanques de acero. Esto sin duda permitiria
controlar el contenido en elagitaninos de los alternativos usados, ajustar los
tiempos de macerado y, en definitiva, tener un mejor control de las propiedades
organolépticas para garantizar la obtencion de vinos de mayor calidad.

2. Objetivos

El objetivo general de este trabajo consiste en comprobar la capacidad de las
espectrometrias vibracionales NIRs y FITR-ATR para determinar el contenido en
polifenoles (elaginatos) del vino utilizando distintos tipos de madera alternativos al
roble americano y francés utilizados tradicionalmente en la industria vitivinicola.
En caso de obtener resultados positivos, estas tecnologias portdtiles, rdpidas,
sencillas y precisas, que no requieren la preparacion de la muestra, constituiran
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una alternativa analitica de control de calidad mas asequible y ventajosa para la
industria. Indirectamente, esto favoreceria el aprovechamiento de un recurso
forestal que actualmente cuenta con escaso valor econdmico, revalorizando
maderas presentes en los montes espafioles, asi como sus subproductos (p.e.
maderas de didmetros finos sin aprovechamiento comercial) mejorando su
rentabilidad y por lo tanto la correcta gestion de los espacios forestales.

Para ello se han planteado los siguientes objetivos especificos:

1.- Evaluar y seleccionar los alternativos de roble comerciales y otras especies no
comerciales mas idéneos para el desarrollo del proyecto.

2.- Calibrar y validar un modelo predictivo a partir de técnicas de Machine
Learning para determinar la cantidad de polifenoles tales como elagitaninos.

3.- Determinar los valores estadisticos que indican la capacidad de prediccion de
cada uno de los polifenoles estudiados.

4.- Determinar cudl de los dos métodos empleados aporta mejores valores de
prediccion de concentracion de polifenoles.

3. Metodologia

La metodologia empleada consistio en primer lugar en una seleccion de tipos de
madera alternativos a analizar. Entre ellos se opt6 por aquellos en forma de cubos
o dados (para mas informacién sobre los tipos, se puede consultar Chatonet, 2007)
y las especies: castafio, cerezo, fresno, encina y roble francés, este ultimo para
contrastar los valores obtenidos (Figura 1 A). Las muestras de madera fueron
proporcionadas por propietarios forestales extremefios a excepcion del proveedor
comercial de las muestras de roble francés. En total se analizaron 30 muestras por
especie (n = 150).
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de muestras para el analisis mediante Cromatografia de Gases-Masas.

Para generar los modelos predictivos es necesario, primero, realizar una base de
datos o libreria de referencia con espectros obtenidos en muestras con valores
conocidos de las variables que queremos conocer y modelizar. A partir de esa base
de datos y por métodos quimiomeétricos, se obtienen los valores de prediccion para
cada variable estudiada, en este caso los polifenoles derivados de la madera
muestreada: eugenol,-methyloctalactona, guaiacol, 4-methyl guaiacol, vanillin,
furfural, 5-methylfurfural. Estos valores se obtienen mediante alguna técnica
estandarizada que en este caso fue la Cromatografia de Gases-Masas (GC-MS). Esta
técnica proporciona informacion sobre peso y estructura molecular de la muestra
y es muy utilizada para conocer el contenido en elagitaninos en el vino pero, como
se apuntaba anteriormente, resulta costosa y lenta y requiere laboratorios y
personal especializado. Antes de realizar las mediciones en GC-MS hubo que
preparar las extracciones de los compuestos de la madera y para ello se
sumergieron las virutas de madera en una solucion hidroalcohélica durante 15
dias (Figura 1 B). Tras este periodo, se realizaron las mediciones en el
cromatdgrafo de la unidad SCSIE de la Universidad de Valencia.

Antes de realizar estas analiticas por técnicas convencionales destructivas, las
muestras fueron escaneadas mediante dos espectrometros correspondientes a las
distintas tecnologias vibracionales cuyo potencial pretendemos comprobar: NIRs y
FTIR-ATR. Las mediciones mediante espectrometria NIR se realizaron con un
equipo desarrollado por nuestra empresa Boscalia, el espectrémetro portatil
SATree-Boscalia, que cuenta con 3 detectores que cubren los siguientes rangos de
longitudes de onda: 300-1.100 nm, 900-1.700 nm y 1.750-2150 nm, lo que incluye el
rango de luz visible y practicamente todo el infrarrojo cercano (Figura 2). Este
analisis se realiza mediante la aproximacién de una sonda de contacto que
contiene tres fibras opticas, una de ellas aporta la fuente de luz y las otras reciben
la luz reflejada que va a parar a los detectores. Las medidas se tomaron sobre la
superficie de muestras sin preparar y en menos de un minuto. Se escanearon tres
puntos diferentes de cada muestra y se promediaron los resultados obtenidos. La
espectroscopia FTIR-ATR implica la obtenciéon de espectros en el infrarrojo
mediante el proceso matemadtico de la Transformada de Fourier. Esta técnica
abarca un rango mds amplio del espectro infrarrojo en comparacion con el NIR y,
al igual que NIRs, permite registrar la “huella dactilar”, pero en otra longitud de
onda, de forma que se complementan. Estas mediciones se llevaron mediante un
espectrometro FITR-ATR Carry 630 (Figura 3) y en colaboracién con el grupo de
investigacion CRETUS-EcoPast de la Universidade de Santiago de Compostela.
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muestras de referencia y el RMSE de la validacion externa, lo que indica el poder
de prediccion del modelo. De los métodos estadisticos analizados: regresion por
minimos cuadrados parciales (Partial Least Squares, PLS), modelos de regresion
Maquinas de Vector Soporte con kernel lineal (Support Vector Machines, SVM-L) y
modelos de regresiéon de bosques aleatorios (Random Forest, RF), el método
estadisticos que aporté mejores resultados fue este ultimo, RF, para las dos técnicas
NIRs y FTIR-ATR. En contra de lo esperado, los modelos obtenidos con NIR no
fueron muy buenos, obteniéndose un coeficiente de determinacion (r2) < 0.6. Este
coeficiente representa la proporcion de la varianza de la variable problema (o
dependiente) que somos capaces de explicar con el modelo a través de las
variables independientes. Sin embargo, se pudo obtener un modelo con buenos
indicadores de prediccion con los datos de FTIR-ATR. Las r2 fueron de 0.62 para el
5-methylfurfural, 0.73 para el eugenol, 0.87 para el furfural, 0.75 para el vanillin.
Con una sensibilidad (probabilidad de que la especie clasificada como x sea
realmente x) del 0.5 para el 5-methylfurfural y eugenol, de 0.78 para el furfural y
de 0.67 para el vanillin. La especificidad (probabilidad de que la especie no
clasificada como x no sea x) fue de un 0.75 para el 5-methylfurfural, 0.96 para el
eugenol, 0.97 para el furfural y de un 0.83 para el vanillin.

gt v o

5. Discusion

Los resultados obtenidos evidencian una diferencia significativa en la capacidad
predictiva de las espectrometrias NIRs y FTIR-ATR, al menos con los equipos
utilizados en este estudio. En el caso del infrarrojo cercano (NIR), su capacidad de
prediccion del contenido de polifenoles en la madera fue limitada, lo que contrasta
con investigaciones previas donde NIR mostrd resultados satisfactorios en la
deteccidn de polifenoles en contextos distintos, como en muestras de virutas de
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madera tamizadas a tamafios especificos (Baca-Bocanegra et al., 2029), muestras
liquidas de vino empleando transmitancia en lugar de reflectancia (Anjos et al,
2022) o mediciones directas en uvas (Ferrer-Gallego et al., 2011 o Nogales-Bueno et
al., 2015). Un factor clave que podria explicar este desempefio suboptimo es el uso
de un prototipo de espectrometro en etapa de validacion. Este equipo emplea tres
detectores con resoluciones variables que fueron estandarizadas mediante
métodos estadisticos, 1o que podria haber afectado a la precision de las mediciones.

En contraste, la espectrometria FTIR-ATR mostré resultados mucho mas
alentadores, especialmente en la predicciéon de compuestos especificos como
eugenol, furfural y vanillin, con coeficientes de determinacién (r?) superiores a
0.73. Estos resultados superan algunas limitaciones reportadas en estudios previos
con FTIR. Por ejemplo, Patz et al. (2004) destacaron que la similitud quimica entre
los compuestos investigados, junto con la absorcion predominante de etanol, agua
y azucares en muestras liquidas de vino, podria dificultar la determinacidn precisa
de otros componentes, incluidos los polifenoles. En este trabajo, estas dificultades
parecen haber sido mitigadas, lo que subraya el potencial de FTIR-ATR en este tipo
de analisis.

Estos resultados positivos estan respaldados por investigaciones previas con
resultados similares. Fragoso et al. (2011a, 2011b) lograron identificar &acidos
fendlicos mediante FTIR en uvas, mientras que Hssaini et al. (2022) y Bensemmane
et al. (2020) reportaron resultados exitosos con esta técnica en higos y plantas
medicinales, respectivamente. Sin embargo, es importante resaltar, que en estos
estudios, el método de regresion predominante fue el de minimos cuadrados
parciales (PLS), el cual es ampliamente utilizado tanto para modelos con NIRs
como con FTIR. En este estudio, en cambio, el mejor desempefio predictivo se
obtuvo mediante el método RF, una técnica de aprendizaje automatico altamente
efectiva para clasificaciones de variables continuas y discretas. Esto difiere de los
resultados obtenidos por Lee et al. (2018), que en su estudio sobre la relacion entre
compuestos fendlicos y bioactividades de Neptunia oleracea, concluyeron que RF
presentaba una capacidad predictiva menor que PLS. Esto puede deberse la
influencia significativa de las caracteristicas especificas del conjunto de datos y de
los objetivos del andlisis. Potencialmente, RF presenta una capacidad predictiva
mayor que PLS ya que es capaz de trabajar con interacciones y patrones mas
complejos que éste, que se limita a asumir interacciones lineales. Esto es
particularmente relevante en espectrometria, ya que las sefiales registradas no
suelen tener una relacién lineal directa con las variables de interés. Otro factor
que puede interferir en los resultados del andlisis de los espectros de FTIR-ATR es
que éstos suelen estar sujetos a ruido y presentar alta correlacion entre variables.
RF es intrinsecamente robusto ante estos problemas, mientras que PLS puede ser
mads sensible. Ademas, la estructura de ensamble de RF, basada en multiples
arboles de decision, permite modelar interacciones entre variables de manera mas
flexible que PLS, que depende de una combinacién global de componentes
latentes, y presenta también mayor tolerancia frente a datos desequilibrados, lo
cual es importante aqui ya que los valores de sensibilidad y especificidad
observados muestran variaciones en la calidad predictiva dependiendo del
compuesto. Esto puede estar relacionado también con el pequefio tamafio muestral
utilizado en este estudio (n=30 por sp.). El éxito de RF en este trabajo muestra que
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se trata de una herramienta robusta y adecuada para manejar las complejidades

(f D inherentes a los datos de espectroscopia FTIR-ATR. Sin embargo, consideramos que
R una nueva via de analisis muy interesante seria explorar como la combinacién de
r;‘;js‘“ 15-72}:; métodos, con el uso conjuntos de RF y PLS o el ajuste de hiperpardmetros

GIJON | JUNIO especificos para cada técnica, podria optimizar atin mas los resultados obtenidos,
lo que constituye un objetivo para futuras investigaciones.

e CO

6. Conclusiones

El andlisis de cinco especies de madera mediante NIRs y FTIR-ATR para
determinar su contenido en polifenoles como alternativa a los métodos de
laboratorio convencionales ha producido resultados muy diferentes segun la
técnica empleada. Los resultados para espectrometria NIR han sido muy bajos, con
r2 siempre por debajo de 0.6, mientras que los resultados mediante FTIR-ATR
muestran una buena capacidad de clasificacién, con diferencias entre las
moléculas de polifenoles, pero con valores de r2 superiores a 0.73 para los
compuestos eugenol, furfural y vanillin. Los mejores modelos predictivos se
obtuvieron mediante la técnica Random Forest, por encima del tradicionalmente
utilizado andlisis de Minimos cuadrados parciales (PLS). Estos resultados muestran
el potencial de la tecnologia FTIR-ATR como técnica asequible, rdpida y precisa
para la prediccion del contenido de polifenoles en madera para chips o
alternativos en la curacién de vinos, en comparacién con los métodos de
laboratorio tradicionales.
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