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RESUMEN 





 3 Resumen 

El propósito de esta Tesis ha sido el desarrollo de nuevas metodologías analíticas para la 

determinación de diferentes compuestos minoritarios (en concreto, compuestos dicarbonílicos, 

aminas biógenas y aminoácidos) en bebidas alcohólicas fermentadas, mediante el empleo de 

diferentes técnicas analíticas y herramientas quimiométricas.  

La presente memoria se divide en cuatro capítulos. En la Introducción se describen las 

características principales de las matrices analizadas (vino y cerveza) y sus respectivos procesos 

de elaboración, así como su importancia socio-económica, desde nivel mundial a nivel 

autonómico. Por otro lado, se detallan las características de cada uno de los grupos de analitos 

analizados, así como su influencia en la calidad del vino y la cerveza y sus posibles efectos en la 

salud de los consumidores. Además, se realiza una revisión de los métodos analíticos 

desarrollados para su determinación en matrices alimentarias. Debido al gran volumen de 

trabajos existentes, la revisión se centra en los métodos empleados en la última década. 

Finalmente, se explican brevemente algunos conceptos básicos de la calibración multivariante y 

se describen conceptualmente los diferentes algoritmos quimiométricos empleados durante el 

desarrollo de la Tesis. Más adelante, en la sección de Resultados y Discusión, se resumen los 

resultados de los estudios realizados durante el trabajo experimental; y el capítulo de 

Conclusiones recoge los logros más destacados. Por último, en el capítulo de Publicaciones se 

incluyen las seis publicaciones que han surgido del trabajo experimental de esta Tesis. 

En el Artículo 1 se propuso un nuevo reactivo derivatizante para la determinación de 

glioxal y metilglioxal, optimizándose las condiciones de reacción. Además, se optimizó su 

separación cromatográfica y se aplicó a diferentes muestras de vino de Extremadura. En el 

Artículo 2, con vistas a mejorar este método, se pretendía realizar una extracción previa de los 

analitos mediante la técnica de microextracción líquido-líquido dispersiva. Sin embargo, durante 

la realización de los estudios de reproducibilidad se comprobó que, en ciertas condiciones, la 

reacción de derivatización ocurría de forma simultánea a la extracción, aunque de forma 

selectiva para el glioxal. Así, se optimizaron las condiciones de la reacción/extracción simultánea 

y se determinaron las concentraciones de glioxal presentes en muestras de vino y cerveza. 

En el Artículo 3 se optimizaron las condiciones para la separación cromatográfica de ocho 

aminas biógenas y su posterior determinación en diferentes muestras de vino, tras su 

correspondiente derivatización para poder ser determinadas mediante fluorescencia. Además, 

se realizó un estudio sobre la evolución del perfil de estos analitos en vinos con diferente grado 

de envejecimiento, almacenados bajo distintas condiciones. La aplicación de algoritmos 

quimiométricos permitió la clasificación de las muestras según su grado de envejecimiento, así 
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como en base a las diferentes condiciones de almacenamiento. En el Artículo 4 se procedió a 

intentar mejorar el método desarrollado mediante la puesta a punto de una reacción de 

derivatización online en el mismo equipo cromatográfico, obteniendo de esta forma un método 

totalmente automatizado. Además, se incluyeron como analitos los aminoácidos precursores de 

las aminas biógenas determinadas en el Artículo 3, teniendo finalmente un total de diecisiete 

analitos. Las condiciones cromatográficas tuvieron que ser ajustadas para optimizar la 

separación de los mismos, consiguiendo finalmente un método en el que la derivatización y 

separación de los analitos se realizaba en 30 minutos. El método se aplicó a muestras de cerveza 

recogidas durante el proceso de elaboración.  

En el Artículo 5 se optimizaron las condiciones para la determinación voltamperométrica 

de histamina, en presencia de su aminoácido precursor histidina, en muestras acuosas a 

diferentes valores de pH y concentración, para obtener una matriz de datos. Debido a la alta 

falta de linealidad de los datos obtenidos, se realizó un exhaustivo estudio de los datos 

obtenidos, corrigiendo, en primer lugar, la falta de bilinealidad. La aplicación de MCR-ALS 

permitió evaluar el comportamiento empírico de los datos y comprobar que al menos existían 

dos modelos de regresión en los mismos. Después, se aplicaron diferentes herramientas 

quimiométricas (U-PLS/RBL y U-PCA/RBL-RBF) hasta conseguir una correcta predicción de las 

concentraciones del analito en las muestras de validación. De esta forma se puso en valor la 

importancia de la evaluación de los datos obtenidos antes de seleccionar la herramienta 

quimiométrica adecuada para su resolución. La calidad científica de este estudio quedó 

corroborada por la elección del mismo como portada de la prestigiosa revista Analytica Chimica 

Acta, en su volumen 1141 (02/01/2021). 

Finalmente, en el Artículo 6 se procedió a desarrollar una nueva metodología para la 

monitorización del proceso de vinificación. Para ello, tras emplear el método desarrollado en el 

Artículo 4 al análisis de muestras de vino recogidas durante el proceso de vinificación, se realizó 

un Análisis de Componentes Principales para determinar la principal fuente de varianza de los 

datos. Tras comprobar que se trataba de la tirosina, y gracias a su fluorescencia nativa, se 

optimizaron las condiciones para su determinación en las muestras anteriormente analizadas 

cromatográficamente mediante la obtención de sus correspondientes matrices de excitación-

emisión. La aplicación de PARAFAC permitió la cuantificación de tirosina en las muestras. Los 

cambios en la concentración de la misma permitieron ver el inicio y el final del proceso de 

fermentación maloláctica, por lo que su determinación mediante la obtención de matrices de 

excitación-emisión podría emplearse como un método más sencillo y barato para monitorizar el 

proceso de vinificación. 
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 7 Objetivos 

El objetivo general de esta Tesis Doctoral ha sido el desarrollo y optimización de nuevos 

métodos analíticos para la determinación de compuestos minoritarios (en concreto, 

compuestos dicarbonílicos, aminas biógenas y aminoácidos) en muestras de bebidas alcohólicas 

fermentadas. Estos métodos se han desarrollado mediante el empleo de diferentes técnicas 

analíticas (cromatografía de líquidos de alta resolución, voltamperometría y fluorescencia 

molecular) y el uso de diferentes herramientas quimiométricas (tanto con fines de clasificación 

como de cuantificación). De esta forma se ha evaluado la presencia y concentración de estos 

analitos en productos principalmente extremeños, avalando así la calidad de los mismos.  

De forma más concreta, los objetivos específicos han sido: 

1. Estudiar las propiedades de los analitos y su reaccionabilidad con diferentes agentes 

derivatizantes, para desarrollar y optimizar nuevos métodos analíticos para su 

determinación, procurando minimizar al máximo el tratamiento de muestra. 

 

2. Determinar los analitos en estudio en muestras de bebidas alcohólicas fermentadas, 

fundamentalmente extremeñas, mediante los métodos desarrollados en 

anteriormente. Monitorizar la variación de la concentración de los mismos durante el 

proceso de elaboración de la bebida fermentada y/o su almacenamiento. 

 

3. Desarrollar nuevos métodos analíticos que hagan uso de la fluorescencia molecular o 

de las propiedades electroquímicas de los analitos para su determinación.  

 

4. Aplicar diferentes algoritmos quimiométricos a los datos obtenidos mediante los 

métodos anteriormente desarrollados, con el fin de cuantificar las concentraciones 

de los analitos en las mismas, o bien con fines clasificatorios.  
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11 I. Introducción 

1. BEBIDAS ALCOHÓLICAS FERMENTADAS: VINO Y CERVEZA 

Tanto el vino como la cerveza son bebidas alcohólicas fermentadas que han existido desde 

la antigüedad, donde tenían un papel fundamental en el día a día, e incluso se empleaban en 

tratamientos para distintas dolencias [1]. Ambas bebidas se preparan a partir de materias primas 

que contienen azúcares: uvas en el caso del vino, y malta en el caso de la cerveza. La 

fermentación puede originarse tanto por la presencia natural de ciertos microorganismos, como 

por la adición de los mismos. Dicho proceso de fermentación genera diferentes compuestos que 

aportan a estas bebidas nuevos aromas, sabores, texturas y beneficios nutricionales [2].  

 

1.1. El vino 

Según la definición de la Organización Internacional de la Viña y el Vino (OIV), el vino es 

la bebida obtenida tras la fermentación parcial o completa de la uva fresca, estrujada o no, o del 

mosto de uva. El tipo, calidad y color de las uvas empleadas afectará al vino obtenido [3].  

Los factores más influyentes en la calidad y en las características de un vino son la variedad 

de uva empleada, las condiciones climáticas (tanto de la situación del viñedo en general, como 

de la añada en particular), las características del suelo, el nivel de madurez de los frutos al 

realizar la vendimia y, por último, las prácticas de elaboración que se utilicen. Todos estos 

factores afectan tanto a la composición de la uva como a los metabolitos que se extraen de las 

mismas [4–6].  

La clasificación de los vinos se realiza en base a su color y su forma de elaboración. Las 

condiciones de temperatura y tiempos en cada proceso varían según el tipo de vino y de la 

especialidad que se esté preparando [1,2,4,5,7–10].  

• Vinos blancos: proceden de uvas blancas o de uvas tintas con pulpa no coloreada. Se 

elaboran por la fermentación alcohólica del zumo de uva clarificado, sin las partes 

sólidas de la uva o del racimo (fermentación en virgen). El resultado es un vino de 

coloración pálida, con sabores y olores principalmente afrutados, y suaves al paladar. 

 

• Vinos rosados: se elaboran a partir de mosto de uvas tintas en el que el contacto con 

los hollejos ha sido corto, por lo que los compuestos coloreados se extraen de forma 

parcial. Después, la fermentación se realiza en virgen, como en los vinos blancos. Se 

obtienen vinos ligeramente coloreados, con baja astringencia y que siguen 

manteniendo los atributos de frescor característicos de los vinos blancos. 
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• Vinos tintos: proceden del mosto de uvas tintas que han sido maceradas en presencia 

de sus hollejos y pepitas para la extracción de los compuestos responsables del color y 

otras sustancias que afectarán a las características organolépticas del vino resultante. 

Se obtienen vinos coloreados rojizos y más densos que los blancos por la cantidad de 

compuestos en disolución. Tienen un sabor astringente y sus aromas ya no son tan 

afrutados.  

En la Figura 1 se muestra el proceso de vinificación. Como se puede observar, este 

depende del tipo de vino a elaborar, aunque existen algunas etapas comunes. 

 

Figura 1. Diagrama de flujo de los procesos de vinificación en blanco, rosado y tinto. 

En general, la vinificación comienza con la selección de las uvas en base a su estado, 

tamaño y color, proceso que puede realizarse de forma manual y/o automática. La calidad físico-

química de las uvas seleccionadas se asegura mediante diferentes pruebas (comprobación de 

acidez, cantidad de sólidos solubles, contenido fenólico, etc). Después, las uvas pasan a ser 

despalilladas y trituradas para obtener el zumo. Durante el despalillado se elimina todo el 

material que no es fruto (racimos, tallos y hojas). 
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Tras el triturado, el zumo se mantiene un tiempo en presencia de los hollejos. 

Dependiendo del tiempo, la temperatura y las características de cada tipo de uva, los 

compuestos que se extraen durante este proceso varían. En el caso de vinos blancos, la 

maceración es reducida al mínimo, ya que, como se ha indicado anteriormente, interesa 

mantener sus características afrutadas y su coloración pálida. En los vinos rosados, la 

maceración es corta y se realiza en condiciones anaerobias, limitando la extracción de taninos y 

antocianos y su oxidación. Se obtiene una coloración rosada, pero sin aumentar la astringencia 

y manteniendo los atributos de frescor característicos de los vinos blancos. Por último, los vinos 

tintos suelen extender el tiempo de maceración, para aumentar la extracción de antocianinas y 

otros flavonoides, y para estabilizar el color. Durante este proceso los compuestos presentes 

interaccionan entre sí, influyendo en las características organolépticas del vino final. 

Una vez macerado o no, el mosto se separa de los hollejos y restos sólidos mediante el 

empleo de prensas. Las diferentes fracciones obtenidas tienen diferentes características: las 

primeras fracciones son más claras y turbias, mientras que las últimas son más pigmentadas y 

presentan mayor concentración de taninos. El exceso de sólidos suspendidos se elimina 

mediante la clarificación. 

Después, el vino sufre el proceso más relevante de la vinificación: la fermentación 

alcohólica. Durante este proceso, las levaduras (normalmente Saccharomyces cerevisiae) 

transforman la glucosa del mosto en alcohol y dióxido de carbono para obtener energía. Durante 

este proceso también se consumen otros compuestos (como aminoácidos o minerales) y se 

generan metabolitos secundarios como, por ejemplo, ésteres, aldehídos o ácidos orgánicos. A 

pesar de las bajas concentraciones de muchos de ellos, su presencia es de gran importancia para 

la calidad organoléptica del vino, ya que afectan a la formación y estabilización del flavor.  

La fermentación alcohólica puede producirse de forma espontánea debido a las levaduras 

presentes en el mosto (ya que las levaduras se encuentran de forma natural en el suelo de los 

viñedos y en la piel de las uvas), o de forma controlada mediante inoculación. Las 

fermentaciones espontáneas ayudan a acentuar los atributos varietales, pero, generalmente, y 

debido a la diversidad de especies presentes y al desconocimiento de la cantidad, calidad y 

estado de las levaduras procedentes del mosto, suele preferirse la segunda opción. De esta 

forma el bodeguero puede realizar una fermentación más controlada, en la que se disminuye la 

actividad microbiana y la oxidación del mosto. Así, se obtienen unos atributos de flavor y de 

calidad predecibles mediante el empleo de la cepa de levadura preferida, que poseerá sus 

propiedades, modo de reproducción y forma de transformar el azúcar características. En 
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cualquier caso, la fermentación alcohólica termina cuando prácticamente todo el azúcar 

presente en el mosto ha sido convertido en etanol y tan solo queda una pequeña cantidad de 

azúcar sin transformar, denominado azúcar residual. La vigilancia de la fermentación es crucial, 

y se realiza mediante el control de la densidad (relacionada con la concentración de azúcar en 

el mosto) y la temperatura (para asegurar la supervivencia de las levaduras). 

Tras esta fermentación, los vinos tintos y algunos blancos sufren una segunda: la 

fermentación maloláctica. Durante este proceso, las bacterias ácido-lácticas, principalmente 

Oenococcus oeni (debido a su mayor tolerancia al alcohol, a las bajas temperaturas y a la 

presencia de dióxido de azufre frente al resto de bacterias ácido-lácticas), transforman el ácido 

málico (dicarboxílico) en ácido láctico (monocaboxílico). Así, se reduce la acidez del vino, 

obteniéndose un sabor menos agresivo y más suave al paladar. Además, se aumenta la 

estabilidad microbiana y se modifican los atributos sensoriales. Estas modificaciones están 

afectadas por la temperatura, el pH, los compuestos químicos presentes según la variedad de 

uva y a la cepa de bacterias empleada.  

Por último, se procede a la maduración y clarificación del vino, para obtener un vino 

terminado y estable antes de su embotellado. Dependiendo del tipo de vino, se procederá a su 

comercialización o a su envejecimiento en bodega [1,2,4,5,7,8,10]. En base a dicho 

envejecimiento se diferencian diferentes elaboraciones. A continuación, se describen los tipos 

de elaboraciones analizados a lo largo de esta memoria, según las características detalladas por 

la DO “Ribera del Guadiana” [11]. Hay que tener en cuenta que el tiempo de envejecimiento 

comienza a computar a partir del 1 de octubre correspondiente a cada vendimia: 

• Vinos jóvenes: vinos que no han pasado tiempo en barrica. Están indicados para 

ser consumidos durante los 12 – 18 meses siguientes a su elaboración. 

 

• Vinos roble: vinos tintos que han sufrido un proceso de envejecimiento de 90 días, 

de los que al menos 60 deberán haber sido en barricas de madera de roble, con 

una capacidad máxima de 600 litros. 

 

• Vinos crianza: vinos que han sufrido un envejecimiento de al menos 6 meses en 

barricas de madera de roble, con una capacidad máxima de 330 litros. En el caso 

de los vinos blancos, el periodo de envejecimiento total no podrá ser inferior a 18 

meses; mientras que, en el caso de los tintos, el envejecimiento total debe ser de 

un mínimo de 24 meses. 
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1.1.1. Importancia socio-económica del vino 

El vino es un producto con una gran importancia socio-económica en el mundo [1,6,12]. 

En particular, Europa posee casi el 50% de la superficie total de viñedos, y dentro de ella, España 

posee la mayor extensión de superficie dedicada a este cultivo (aproximadamente el 26%), 

seguida por Francia e Italia [13]. Este hecho se debe a las condiciones climáticas del sur de 

Europa, que son las idóneas para el crecimiento de las vides [1,12]. Respecto a la producción, 

Europa genera casi el 67% del vino mundial, siendo el 23% del mismo de origen español [13]. 

En Extremadura, el cultivo de vides para producir vino goza de gran importancia, tanto 

por extensión de cultivo como por su valor socio-económico. En 2018, Extremadura fue la 

segunda comunidad con mayor extensión de cultivo dedicado a la viticultura, con un total de 

83763 hectáreas [14]. Respecto a la producción, en la campaña 2019/2020, Extremadura fue la 

tercera comunidad con mayor producción (8%), solo superada por Castilla-La Mancha (54%) y 

Cataluña (9%) [15].  

La historia del cultivo de la vid en Extremadura se remonta a la antigüedad, habiéndose 

encontrado varios vestigios históricos a lo largo de los siglos, entre los que destaca el tratado 

más antiguo de viticultura (1520, Monasterio de Guadalupe, Cáceres). Sin embargo, hasta el 

siglo XIX los vinos extremeños no empezaron a ser reconocidos fuera de la comunidad. A lo largo 

del siguiente siglo, la superficie de cultivo dedicada al viñedo sufrió muchas modificaciones, ya 

que se sucedieron varias plagas y se pusieron en marcha algunos programas que favorecían el 

abandono del cultivo. Sin embargo, con el paso del tiempo, la viticultura fue ganando 

importancia, y hacia finales del siglo XX se inició un proceso de reestructuración tanto de viñedos 

como de la industria, ampliando el número de variedades de uvas empleadas, así como la 

superficie y las zonas de cultivo. Desde el gobierno europeo se establecieron ciertas 

reglamentaciones y normativas con el objetivo de fomentar una producción eficiente de vinos 

de calidad, lo que provocó una remodelación de la viticultura extremeña. Como fruto de este 

hecho nació un movimiento cooperativo que cambió el concepto de bodega e introdujo nuevas 

técnicas enológicas, apostando por la calidad frente a la cantidad. 

Como consecuencia de esta mejora de los vinos, se crearon diferentes sellos para proteger 

los productos obtenidos y ayudar a los productores con su distribución y comercialización. De 

ellos, los más importantes son la Indicación Geográfica Protegida (IGP) “Vino de la Tierra de 

Extremadura” y la Denominación de Origen (DO) “Ribera del Guadiana” (que representan un 

14% y 2.5% de la producción total de vino en 2015 en España, respectivamente) [16,17]. 
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• IGP “Vino de la Tierra de Extremadura”. Fue aprobada en 1999 por la Junta de 

Extremadura. Este sello pretende poner en valor aquellos vinos elaborados 

íntegramente con uvas producidas en la región, con objeto de ayudar a los productores 

a certificar la calidad de sus vinos, y a los consumidores a identificarlos [18]. En la Figura 

2 se muestra su sello. 

 

Figura 2. Sello de la IGP “Vino de la Tierra de Extremadura”. 

 

• DO “Ribera del Guadiana”. Se creó en 1996 con el objetivo de defender el sector vinícola 

en Extremadura, agrupando seis subzonas de producción (Cañamero, Montánchez, 

Matanegra, Ribera Alta y Ribera Baja del Guadiana y Tierra de Barros). Bajo este sello 

(Figura 3) se agrupan diferentes bodegas que comercializan vinos con cualidades 

diferenciales correspondientes al medio natural, así como a su elaboración y crianza. 

Además, la DO está acreditada por ENAC como [11]:  

o Entidad Certificadora de Vinos de Calidad según la Norma 17065 (2013). 

o Laboratorio de Ensayo Organoléptico UNE (2015). 

 

 

Figura 3. Sello de la DO “Ribera del Guadiana”. 

Para poder ampararse bajo estos sellos, las bodegas deben cumplir los diferentes 

requisitos que se detallan en los correspondientes pliegos de condiciones. En ellos, se definen 

las características que deben cumplir los diferentes tipos de vino, tanto analíticas (grado 

alcohólico, acidez total o cantidad total de sulfuroso, por ejemplo) como organolépticas 

(tonalidad, aroma o persistencia, entre otras). Además, también se describen las prácticas 

enológicas permitidas para la obtención y envejecimiento de cada tipo de vino. Las 

características del embotellado, cierre y etiquetado de las botellas también están reguladas en 

ambos pliegos. 
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1.2. La cerveza 

La cerveza es la bebida obtenida tras la fermentación alcohólica de un mosto procedente 

de malta de cebada, solo o mezclado con otras fuentes de almidón, al que se adiciona lúpulo y/o 

derivados, y se le somete a un proceso de cocción. Como resultado de este proceso, los azúcares 

presentes son transformados en etanol y dióxido de carbono por los microorganismos presentes 

[2].  

Las materias primas necesarias para elaborar cerveza son, por tanto, malta de cebada, 

agua, lúpulo y levadura. Estos ingredientes son los más empleados y, por ejemplo, en Alemania, 

son los únicos permitidos a sus productores, siguiendo la ley de la pureza bávara o 

Reinheitsgebot, que data de 1516. En otros países, España incluido, los productores tienen cierta 

flexibilidad para incluir ligeras modificaciones en la lista de ingredientes (por ejemplo, uso de 

otras fuentes de almidón como trigo o maíz, o adición de saborizantes como granos de café) o 

en los pasos del proceso de elaboración, de forma que puedan obtener cervezas con 

características diferenciales [1,19,20]. 

Las etapas básicas del proceso de elaboración de la cerveza son [19–21] (Figura 4): 

• Elaboración de la malta o malteado. Se denomina malta a los granos de cereal 

germinados y tostados de forma controlada. Durante su elaboración se activan las 

enzimas presentes en los granos de cereal y se hidroliza el almidón. Los granos de cereal 

(normalmente, cebada) se limpian y se colocan en silos para ser germinados de forma 

controlada. Para ello, se humedece el grano (aproximadamente hasta un 45% de 

humedad) y se mantiene un tiempo establecido a temperatura controlada. Después, 

comienza la germinación, que dura varios días, también a temperatura controlada. Esta 

malta germinada o verde se seca y se torrefacta. La temperatura empleada y grado de 

torrefacción afectará al color de la malta, lo que repercutirá en el color y en el sabor de 

la bebida final. 

 

• Obtención del mosto. Una vez obtenida la malta, esta se muele y se extrae con agua, 

durante un tiempo y a una temperatura controlada, obteniéndose el llamado mosto 

dulce, donde se encuentran los azúcares procedentes del almidón y los compuestos 

nitrogenados solubles. El mosto dulce es filtrado y se le adiciona el lúpulo y los otros 

posibles saborizantes para comenzar la cocción. Durante este proceso se consigue la 

esterilización del mosto, la coagulación de las proteínas y la evaporación de los aromas 
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indeseables. Igualmente, se van generando ciertos compuestos responsables del sabor 

y el aroma. Tras la misma, el mosto cocido es clarificado, enfriado y aireado.  

 

• Fermentación y maduración. La levadura es inoculada para transformar los azúcares ya 

libres en etanol y dióxido de carbono, generándose simultáneamente otros compuestos 

que contribuyen al aroma y sabor de la cerveza. La “cerveza verde” obtenida tras este 

proceso necesita una etapa de maduración para estabilizar su sabor y aroma y decantar 

los precipitados antes de ser apta para el consumo. Después, se ajusta la carbonatación, 

se envasa y almacena. 

 

Figura 4. Diagrama de flujo del proceso de elaboración de la cerveza. 

La clasificación de las cervezas se realiza en base al tipo de fermentación que sufren. 

Existen decenas de tipos diferentes de cervezas, pero los más importantes son [1,21,22]: 

• Cervezas tipo lager o de fermentación baja. Se trata de la familia de cervezas más 

consumida a nivel mundial. La palabra lager significa almacenaje, y hace referencia a 

que este tipo de cervezas se maduran a baja temperatura tras la fermentación. Además, 

durante el proceso fermentativo, la temperatura también es baja (6 – 15°C). Las 

levaduras empleadas suelen ser híbridos de Saccharomyces, y tienden a precipitar en el 

fondo del mosto. Se diferencian dos tipos principales: pale (fabricadas con maltas claras 
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y aromatizadas con lúpulo) y dark (fabricadas con maltas oscuras, a veces ligeramente 

dulces, y más fuertes que las pale). En general, las cervezas lager enfatizan el sabor de 

las materias primas, teniendo un olor dulzón procedente de la malta y un sabor fresco 

correspondiente al lúpulo. 

 

• Cervezas tipo ale o de fermentación alta. Cervezas fermentadas a temperaturas más 

altas (15 – 24°C) que las cervezas tipo lager. La levadura empleada es normalmente 

Saccharomyces cerevisiae, que fermenta en la superficie del mosto y genera espuma. El 

sabor de las cervezas ale es afrutado, ya que predominan los ésteres y otros compuestos 

secundarios de flavor y aroma. Dentro de este grupo se encuadran muchos subtipos: 

pale, bitter (más amargas), brown (amargas, con un toque dulce y color intenso) o stout 

(las más oscuras), entre otros. 

 

• Cervezas tipo lambic o de fermentación espontánea. Proceden de Bruselas y se 

caracterizan por su sabor ácido y poco amargo, debido al empleo de lúpulos 

envejecidos. 

 

1.2.1. Importancia socio-económica de la cerveza 

La cerveza es la bebida fermentada más antigua, y se trata de la bebida alcohólica más 

importante a nivel mundial, siendo la tercera bebida más popular, solo por detrás del agua y el 

té [2].  

Europa es el segundo productor de cerveza en el mundo, con un total de más de 405 

millones de hectolitros producidos en 2018. Dentro de Europa, la elaboración de cerveza está 

más extendida en los países del norte, debido a que sus condiciones climáticas más frías han 

impedido el desarrollo de la viticultura. Aun así, España es un país muy cervecero, siendo el 

cuarto productor a nivel europeo en 2017, y el séptimo país a nivel europeo en número de 

cervecerías en 2018. Respecto al consumo, España ocupa el segundo puesto dentro de los países 

europeos. Además, desde el año 2013, se ha ido produciendo un aumento progresivo tanto del 

volumen de cerveza producida como del número de fábricas y empresas dedicadas a su 

elaboración [1,23–25]. 

La Asociación de Cerveceros de España divide al país en cuatro zonas diferentes. 

Extremadura forma parte de dos de ellas: Badajoz pertenece a la zona 3 (zona sur), mientras que 

Cáceres pertenece a la zona 4 (zona centro). En su informe de 2019, ambas zonas encabezaban 
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las ventas a nivel nacional, sumando un 45.3% de las ventas totales, lo que da a entender la 

importancia de esta bebida en dichas zonas [26].  

Sin embargo, a pesar de la notable implantación de la cerveza en el mercado, no existen 

sellos que diferencien la calidad de la cerveza, ya que a esta bebida le afecta más el proceso de 

elaboración que el origen de sus ingredientes. A pesar de ello, se recogen en el Código de la 

Cerveza las principales disposiciones sobre este aspecto, que son especialmente importantes en 

el subsector de la cerveza artesanal [27]. 

No existe una definición única para la cerveza artesanal ni especificaciones de las 

condiciones en las que debe producirse para que sea así considerada, ya que varían en cada país. 

En España, el Boletín Oficial del Estado la define como aquella cerveza cuyo proceso de 

elaboración sigue la norma de calidad, y se produce completamente en la misma instalación, 

bajo la dirección de un maestro cervecero o artesano con experiencia demostrable, y primando 

el factor humano sobre el mecánico, obteniéndose así un resultado final individualizado, no 

producido en grandes series y que sigue la legislación aplicable en materia de artesanía [27]. Sin 

embargo, esta definición es muy amplia y no establece la producción total que pueden obtener 

las empresas ni la independencia de grandes grupos cerveceros, como sí que lo hace la 

legislación de otros países. Por ello, en 2014 se fundó la AECAI (Asociación Española de 

Cerveceros Artesanos Independientes), con los objetivos de definir y regular el sector de la 

cerveza artesana, así como promocionar la calidad, cultura y variedad de la misma, defendiendo 

los intereses comunes del sector. Las empresas miembros de esta asociación pueden incluir el 

sello de la misma (Figura 5) en sus etiquetas, establecimientos y webs, con el objetivo de que el 

consumidor sea consciente de la garantía de fabricación artesanal e independencia de los 

grandes grupos industriales y transnacionales [28]. En el caso de Extremadura, 5 de las 7 

empresas cerveceras de la Comunidad están asociadas a la AECAI, lo cual demuestra la 

importancia que se le da en la región a la cerveza artesana [26]. 

 

Figura 5. Sello de la Asociación Española de Cerveceros Artesanos Independientes. 
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2. ANALITOS EN ESTUDIO 

Tanto el vino como la cerveza son matrices muy complejas en las que existen una gran 

cantidad de compuestos. Entre estos compuestos hay algunos que pueden llegar a afectar de 

forma negativa tanto a los atributos sensoriales como a la salud de los consumidores, y pueden 

proceder tanto de las materias primas como formarse durante las diferentes etapas del proceso 

de elaboración [29].  Además, no siempre se trata de compuestos mayoritarios, sino que pueden 

encontrarse en bajas concentraciones, como es el caso de los analitos en estudio en esta 

memoria: compuestos dicarbonílicos (en concreto, glioxal y metilglioxal), aminas biógenas y 

aminoácidos. 

 

2.1. Compuestos dicarbonílicos: glioxal y metilglioxal 

Los compuestos α-dicarbonílicos son una familia de compuestos orgánicos que presentan 

dos grupos carbonilo en posición alfa. Su presencia en matrices alimentarias, especialmente en 

productos fermentados como vino y cerveza, ha sido ampliamente estudiada [30–34], ya que se 

relacionan con una gran diversidad de descriptores olfativos, tales como vainilla, mantequilla, 

patata, frutas cítricas o aceite rancio, entre otros. Además, aunque su concentración es 

normalmente baja, pueden llegar a afectar (de forma generalmente desagradable) al sabor, 

debido a su bajo umbral de detección [32,33,35,36]. Sin embargo, pequeñas concentraciones de 

los mismos también pueden ayudar a mejorar las características de los productos, debido a la 

generación de compuestos coloreados [34]. 

Glioxal (GL) y metilglioxal (MGL) son los representantes más pequeños de este grupo de 

compuestos. Debido a sus características estructurales (Figura 6), se tratan de compuestos de 

bajo peso molecular y con alta polaridad [37]. Son compuestos muy reactivos que se forman de 

manera endógena en muchas reacciones, tanto enzimáticas como no enzimáticas. Además, 

también pueden ser producidos durante los procesos de fermentación. Por ejemplo, en el caso 

del vino, Saccharomyces cerevisiae y Oenococcus oeni los sintetizan durante los procesos de 

fermentación alcohólica y maloláctica, respectivamente [30,38–41]. Su concentración en vinos 

dulces puede alcanzar hasta los 20 mg/L, mientras que en cervezas puede llegar hasta 1 mg/L 

[39]. 
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Figura 6. Estructuras químicas de glioxal (GL) y metilglioxal (MGL). 

Respecto a su presencia en el vino, los compuestos dicarbonílicos aparecen en todos los 

tipos de vino, pero especialmente en los tintos tras el proceso de fermentación maloláctica [38–

40]. Su concentración no solo varía durante esta etapa, sino también durante el proceso de 

maduración [30]. De entre ellos, tanto glioxal como metilglioxal forman parte de los compuestos 

dicarbonílicos más comúnmente encontrados [40,42]. Su importancia en enología se debe a su 

impacto sensorial (mediante el aumento de la complejidad del aroma), su reactividad con otros 

compuestos y sus posibles efectos microbiológicos [38,40,41,43]. Además de los procesos 

fermentativos, los compuestos dicarbonílicos pueden formarse por otras reacciones como la 

peroxidación de lípidos, la glicólisis, la reacción de Maillard o la degradación de Strecker [30–

32,44,45]. Aunque su contribución en el vino fresco es apenas perceptible, estas reacciones 

pueden ocurrir durante el almacenamiento, llegando a generar una cantidad de compuestos 

dicarbonílicos que podría deteriorar el vino. Por otro lado, la cuantificación de ciertos 

compuestos dicarbonílicos puede emplearse para comprobar si los procesos fermentativos se 

han completado y si lo han hecho de forma adecuada [32,38]. 

En la cerveza, los compuestos dicarbonílicos pueden proceder tanto de las materias 

primas (aunque no se conoce cuál es exactamente su prevalencia en la malta) como de 

precursores que aparezcan en éstas y los generen durante las distintas etapas del proceso de 

elaboración, como el malteado, la cocción, la fermentación o la maceración [36,46]. Al igual que 

en los vinos, también pueden proceder de otros procesos aparte del fermentativo, como la 

reacción de Maillard. Esta reacción es especialmente importante en cerveza ya que se relaciona 

directamente con su calidad organoléptica (color, sabor y olor), y puede provocar diferentes 

cambios durante los procesos de almacenaje y transporte, representando uno de los mayores 

problemas de la postproducción, ya que estas reacciones de degradación, aunque se favorecen 

con incrementos de temperatura, también pueden originarse en condiciones suaves. Por otro 

lado, los compuestos dicarbonílicos también están relacionados con la degradación de los 

azúcares, que también inducen el deterioro del sabor de las cervezas [40,47–50]. 
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Por último, la presencia de estos compuestos es también importante en vino y cerveza 

debido a su posible reacción con el dióxido de azufre liberado durante los procesos de 

fermentación, dando lugar a aductos que pueden llegar a degradarse con el paso del tiempo, 

resultando en un importante deterioro de las características sensoriales del producto [36]. 

Además, algunos autores han sugerido que algunos de estos aductos pueden influir en el 

desarrollo de olores a rancio [35]. 

En lo que respecta a la formación endógena de los compuestos dicarbonílicos, esta ocurre 

en condiciones fisiológicas y como respuesta a diferentes alteraciones en el metabolismo celular 

(diabetes, hiperglucemias, lipólisis, etc), así como por la ineficiencia de los sistemas que lidian 

con ellos. Aunque el cuerpo humano tiene mecanismos para combatir estos compuestos, la 

ingesta de compuestos carbonílicos en la dieta puede tener efectos adversos. El glioxal presenta 

citotoxidad en concentraciones entre 1 – 10 mM, dando lugar a alteraciones celulares 

relacionadas con la inhibición de ADN o la cadena respiratoria. Por otro lado, el metilglioxal, 

aunque inocuo a bajas concentraciones, en concentraciones superiores a 1 mM ha demostrado 

inducir respuesta inflamatoria, y hasta apoptosis, en cierto tipo de células, además de ser tóxico 

para las bacterias, pudiendo modificar el balance de la microflora intestinal o afectar la fisiología 

de células eucariotas. El metilglioxal es uno de los responsables de la intolerancia a la lactosa y 

el síndrome de colon irritable. La citotoxicidad de estos compuestos depende en gran medida 

de la digestión, y aunque no suelen alcanzarse concentraciones tóxicas con la comida, es 

importante conocer su presencia y sus efectos [39,42]. 

Además, debido a su alta reactividad, glioxal y metilglioxal pueden reaccionar con 

proteínas y ácidos nucleicos, induciendo mutaciones y produciendo ROS (especies reactivas de 

oxígeno, por sus siglas en inglés “Reactive Oxigene Species”), RCS (especies reactivas de carbono, 

por sus siglas en inglés “Reactive Carbonyl Species”) y AGEs (productos de glicación avanzada, 

por sus siglas en inglés “Advanced Glycation End products”). ROS y RCS reaccionan con diferentes 

componentes celulares dando lugar finalmente a AGEs, que se relacionan con el deterioro de 

tejidos y el fallo orgánico. Además, los AGEs son conocidos por contribuir al desarrollo de la 

diabetes, por promover el estrés oxidativo y por causar cambios morfológicos y funcionales 

irreversibles en diferentes estructuras biológicas, así como por provocar cambios en los sistemas 

de defensa antioxidante y afectar a las rutas metabólicas, teniendo una gran importancia en 

enfermedades degenerativas relacionadas con la edad, como Parkinson o Alzheimer 

[31,38,39,41,44,51]. Por su parte, el metilglioxal también funciona como un inhibidor del 
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crecimiento celular, especialmente de aquellas células con un rápido crecimiento, por lo que 

algunos autores consideran que podría llegar a emplearse como un agente anticancerígeno [31]. 

 

2.1.1. Antecedentes bibliográficos de la determinación de compuestos dicarbonílicos 

Debido al gran volumen de artículos publicados, la revisión bibliográfica de los métodos 

empleados para la determinación de GL y MGL se ha centrado en la última década. La revisión 

se ha enfocado en aquellos métodos en los que GL y/o MGL son los analitos a determinar, 

obviando aquellos en los que los mismos se emplean para la determinación de otros compuestos 

o para comprobar el efecto de otros compuestos sobre la actividad antimicrobiana, 

antibacteriana, antiglicación o antioxidación. Además, a pesar de que estos analitos también 

están presentes en muestras medioambientales y biológicas, la búsqueda se ha dirigido a 

muestras alimentarias, teniendo en cuenta el interés agroalimentario de esta Tesis Doctoral. 

 

Técnicas separativas 

En general, casi todos los métodos empleados para la determinación de GL y/o MGL en 

muestras alimentarias emplean técnicas separativas, principalmente cromatográficas, y, en 

concreto, cromatografía líquida. 

 

• Cromatografía de líquidos 

La cromatografía de líquidos (LC, por sus siglas en inglés “Liquid Chromatography”) es la 

técnica preferida para la determinación de GL y/o MGL en muestras alimentarias, tanto en 

modalidad normal (HPLC, cromatografía líquida de alta resolución, por sus siglas en inglés “High 

Performance Liquid Chromatography”) como en modalidad de ultra-alta resolución (UPLC, 

cromatografía líquida de ultra-alta resolución, por sus siglas en inglés “Ultra-high Performance 

Liquid Chromatography”). Los métodos encontrados se resumen en la Tabla 1.  

Como se puede comprobar, los detectores más empleados son el detector de arreglo de 

diodos (DAD, por sus siglas en inglés “Diode Array Detector”) y el detector de masas (MS, por 

sus siglas en inglés “Mass Spectrometry”), aunque existen algunos métodos que emplean 

detección fluorescente (FD, por sus siglas en inglés “Fluorescence Detector”). Las columnas 

empleadas son apolares (normalmente C18), y las fases móviles suelen ser mezclas binarias de 
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MeOH o ACN con ácidos diluidos (principalmente ácido fórmico) o tampones (normalmente 

acetato o fosfato). Es común que la fase orgánica esté también acidificada. Generalmente, la 

elución se realiza en gradiente, aunque varios métodos emplean la elución isocrática. 

Respecto al tratamiento necesario para la determinación de los analitos, éstos tuvieron 

que ser siempre derivatizados para mejorar sus propiedades de detección, ya que, debido a su 

estructura, no presentan absorción a longitudes de onda adecuadas ni fluorescencia nativa. El 

reactivo derivatizante por defecto es o-fenilendiamina (OPD), que se ha empleado en más del 

80% de los métodos encontrados. A pesar de ello, se han empleado una gran variedad de 

derivatizantes como, por ejemplo, 2,4,5-triamino-6-hidroxipirimidina (TRI), sulfato de 5,6-

diamino-2,4-hidroxipirimidina (DPP) o 1,2-diaminobenceno (1,2-DAB). Todos estos reactivos 

derivatizantes poseen una característica común y es que poseen en su estructura dos grupos 

amino contiguos. 

Por último, las matrices analizadas son muy dispares, encontrándose, por ejemplo, 

muestras de miel y siropes, así como cacao, galletas, frutas y snacks. También se han analizado 

muestras de vino, cerveza, café, zumos y leche. Por último, también hay varios métodos que han 

determinado las concentraciones de GL y MGL en diferentes sistemas modelos (formulaciones 

con características similares o procesadas de la misma forma que distintos alimentos) y tras la 

digestión in vitro de varios alimentos.  

 

Tabla 1. Métodos de determinación de glioxal y metilglioxal mediante cromatografía de 
líquidos. Los significados de las abreviaturas empleadas se encuentran en el Anexo I. 

 

Analitos Matriz 
Detección 

Elución 
Fase estacionaria 

Fase móvil 
Derivatizante Ref. 

GL y 
MGL 

Galletas 
HPLC-DAD 

 
Isocrático 

ACEC18  
(250 x 4.6 mm; 5 μm) 

 
HAc aq. (0.5%):MeOH 

(40:60) 

OPD [52] 

MGL Miel 

HPLC-MS 
 

Gradiente 
 

Thermo Electron Hypersil 
Gold  

(50 x 2.1 mm; 5 μm) 
 

A: HAc aq. (0.15%) 
B: ACN OPD [53] 

HPLC-DAD 
 

Gradiente 

Phenomenex C18 
(150 x 4.6 mm; 3 μm) 

 
A: HAc aq. (0.15%) 

B: ACN 
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Tabla 1. Métodos de determinación de glioxal y metilglioxal mediante cromatografía de 
líquidos. Los significados de las abreviaturas empleadas se encuentran en el Anexo I. 

 

Analitos Matriz 
Detección 

Elución 
Fase estacionaria 

Fase móvil 
Derivatizante Ref. 

GL, 
MGL y 
otro 

Varios 
alimentos y 

bebidas 

HPLC-DAD 
 

Isocrático 

Zorbax 300 SB-C18  
(150 x 4.6 mm) 

 
MeOH:H2O:ACN 

(42:56:2) 

NPDA [54] 

MGL Café 
HPLC-DAD 

 
Isocrático 

Nova-Pak C18 
 

Tampón fosfato  
(50 mM; pH 4.5):ACN:H2O 

(8:14:78) 

OPD [55] 

GL, 
MGL y 
otro 

Miel 
HPLC-DAD 

 
Gradiente 

Phenomenex Luna C18  
(250 x 4.6 mm; 5 μm) 

 
A: HAc aq. (0.1%) 

B: MeOH 

OPD [56] 

MGL Patatas fritas 
HPLC-DAD 

 
Isocrático 

Shimadzu C18  
(250 x 4.6 mm; 5 μm) 

 
MeOH:H2O 

(68:32) 

OPD [57] 

MGL y 
otro 

Miel 
HPLC-DAD 

 
Gradiente 

Eurospher 100 RP18  
(250 x 4.6 mm; 5 μm) 

 
A: HAc aq. (0.075%) 
B: MeOH:A (80:20) 

OPD [58] 

GL, 
MGL y 
otros 

Varios 
alimentos 

HPLC-
DAD/MS 

 
Gradiente 

Prontosil 60 Phenyl  
(250 x 4.6 mm; 5 μm) 

 
A: HAc aq. (0.075%) 
B: MeOH:A (80:20) 

OPD [59] 

GL, 
MGL y 
otros 

Sirope de 
maíz 

HPLC-
DAD/MS 

 
Gradiente 

Acquity UPLC BEH  
(100 x 2.1 mm; 1.7 μm) 

 
A: Formiato de amonio  

(5 mM, pH 3.0) 
B: MeOH 

OPD [60] 

MGL Miel 
HPLC-DAD 

 
Gradiente 

LiChroCART 125-4 
Purospher RP-18  (5 μm) 

 
A: HAc aq. (0.1%) 

B: MeOH 

OPD [61] 

MGL Miel 
HPLC-DAD 

 
Gradiente 

Synergi Fusion  
(75 x 4.6 mm; 4 μm) 

 
A: H2O:ACN (70:30) 

B: ACN 

PFBHA [62] 
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Tabla 1. Métodos de determinación de glioxal y metilglioxal mediante cromatografía de 
líquidos. Los significados de las abreviaturas empleadas se encuentran en el Anexo I. 

 

Analitos Matriz 
Detección 

Elución 
Fase estacionaria 

Fase móvil 
Derivatizante Ref. 

GL, 
MGL y 
otro 

Agua (post 
digestión) 

HPLC-DAD 
 

Gradiente 

Zorbax Eclipse XDB-C18  
(150 x 4.6 mm; 5 μm) 

 
A: ACN 

B: HAc aq. (0.1%) 

OPD [63] 

GL, 
MGL y 
otros 

Vinagre 
balsámico 

HPLC-
DAD/MS 

 
Gradiente 

Zorbax Eclipse XDB-C18  
(150 x 4.6 mm; 5 μm) 

 
A: ACN 

B: HFo aq. (0.1%) 

OPD [39] 

GL, 
MGL y 
otros 

Leche 
HPLC-MS 

 
Gradiente 

Acquity UPLC BEH 
(100 x 2.1 mm; 1.7 μm) 

 
A: Acetato de amonio  

(1 mM; pH 5) 
B: MeOH 

OPD [64] 

GL, 
MGL y 
otros 

Bebidas 
HPLC-DAD 

 
Gradiente 

Nucleosil EC 
(250 x 4.6 mm; 5 μm) 

 
A: H2O 

B: MeOH 

OPD [65] 

GL, 
MGL y 
otro 

Vinagre 
balsámico 
(pre y post 
digestión) 

HPLC-DAD 
 

Gradiente 

Gemini C18  
(150 x 2.1 mm; 5 μm) 

 
A: HFo aq. (0.1%) 

B: MeOH 

1,2-DAB [66] 

MGL y 
otros 

Vino, té 
negro y salsa 

de soja 

HPLC-DAD 
 

Isocrático 

Gemini C18  
(250 x 4.6 mm; 5 μm) 

 
ACN:Tampón acetato  

(0.02 M) 
(50:50) 

OPD [31] 

MGL y 
otros 

Miel 
HPLC-DAD 

 
Gradiente 

Synergi Fusion  
(75 x 4.6 mm; 4 μm) 

 
A: H2O:ACN (70:30) 

B: ACN 

PFBHA [67] 

GL, 
MGL y 
otro 

Sirope de 
agave 

HPLC-FD 
 

Gradiente 

Kinetex C18  
(150 x 3 mm; 2.6 μm) 

 
A: H2O 
B: ACN 

C: HAc 0.8%  
(TEA 0.6%; pH 4.3) 

4-MPD [68] 
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Tabla 1. Métodos de determinación de glioxal y metilglioxal mediante cromatografía de 
líquidos. Los significados de las abreviaturas empleadas se encuentran en el Anexo I. 

 

Analitos Matriz 
Detección 

Elución 
Fase estacionaria 

Fase móvil 
Derivatizante Ref. 

GL, 
MGL y 
otros 

Vino 
HPLC-FD 

 
Gradiente 

Poroshell 120 
 

A: H3PO4 (pH 3.2): 
MeOH (95:5) 

B:MeOH 

DDP [69] 

GL, 
MGL y 
otros 

Comida de 
bebés 

HPLC-MS 
 

Gradiente 

Merck Purospher Star  
RP-18e  

(150 x 4.6 mm; 5 μm) 
 

A: H2O (1% HFo) 
B: MeOH (1% HFo) 

OPD [70] 

GL y 
MGL 

Masa frita 
HPLC-DAD 

 
Isocrático 

C18 Inertsil ODS-SP  
(250 x 4.6 mm; 5 μm) 

 
HAc aq. (0.5%):MeOH 

(40:60) 

OPD [71] 

GL, 
MGL y 
otro 

Miel 

HPLC-
DAD/MS 

 
Gradiente 

Zorbax SB-C18  
(250 x 4.6 mm; 5 μm) 

 
A: MeOH (0.15% HAc) 
B: MeOH (0.03% HAc) 

OPD [72] 

GL, 
MGL y 
otros 

Café y salsa 
de soja  

(pre y post 
digestión) 

HPLC-DAD 
 

Gradiente 

Gemini C18  
(150 x 2.1 mm; 5 μm) 

 
A: HFo aq. (0.1%) 

B: MeOH 

1,2-DAB [73] 

GL, 
MGL y 
otros 

Cerveza 
HPLC-MS 

 
Isocrático 

Eurospher-100 C18 
(250 x 20 mm; 10 μm) 

 
H2O:[H2O:MeOH; 70:30] 

(65:35)  
(HFBA 0.6 mL/L) 

OPD [48] 

GL y 
MGL 

Salsa de 
pescado 

HPLC-FD 
 

Isocrático 

Zorbax XDB-C18  
(150 x 4.6 mm; 5 μm) 

 
Tampón citrato (pH 6):ACN 

(99:1) 

DDP [74] 

GL, 
MGL y 
otros 

Miel 

HPLC-
DAD/MS 

 
Gradiente 

Zorbax Eclipse XDB-C18  
(50 x 4.6 mm; 1.8 μm) 

 
A: HFo aq. (1%) + ACN (2%) 

B: ACN 

OPD 
 

DDP 
 

TRI 

[75] 
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Tabla 1. Métodos de determinación de glioxal y metilglioxal mediante cromatografía de 
líquidos. Los significados de las abreviaturas empleadas se encuentran en el Anexo I. 

 

Analitos Matriz 
Detección 

Elución 
Fase estacionaria 

Fase móvil 
Derivatizante Ref. 

MGL Miel 
HPLC-DAD 

 
Gradiente 

Bio-Rad Bio-Sil ODS-5S 
(250 x 4 mm) 

 
A: HAc aq. (0.15%) 
B: MeOH:A (80:20) 

OPD [76] 

GL, 
MGL y 
otros 

Galletas (tras 
digestión) 

HPLC-DAD 
 

Gradiente 

Merck Purospher Star  
RP-18e 

 
A: H2O (1% HFo) 

B: MeOH (1% HFo) 

OPD [77] 

GL y 
MGL 

Galletas 
HPLC-DAD 

 
Isocrático 

ACEC18  
(250 x 4.6 mm; 5 μm) 

 
HAc aq. (0.5%):MeOH 

(40:60) 

OPD [78]  

GL, 
MGL y 
otro 

Cacao 
HPLC-MS 

 
Gradiente 

Merck Purospher Star  
RP-18e  

(150 x 4.6 mm; 5 μm) 
 

A: H2O (1% HFo) 
B: MeOH (1% HFo) 

OPD [79] 

GL, 
MGL y 
otro 

Avellanas 
HPLC-MS 

 
Gradiente 

Merck Purospher Star  
RP-18e  

(150 x 4.6 mm; 5 μm) 
 

A: H2O (1% HFo) 
B: MeOH (1% HFo) 

OPD [80] 

GL, 
MGL y 
otros 

Aceite de 
pescado 

HPLC-MS 
 

Gradiente 

Zorbax 300SB-C18  
(50 x 1 mm; 1.8 μm) 

 
A: H2O (0.1% HFo) 
B: ACN (0.1% HFo) 

DNPH [81] 

GL, 
MGL y 
otro 

Galletas 
HPLC-DAD 

 
Gradiente 

Kinetex-Phenyl-Hexyl  
(100 x 2.6 mm; 4.6 μm) 

 
A: HAc (5 mL/L) 

B: MeOH 

OPD [82] 

MGL 

Sistema 
modelo 
glucosa-

aminoácidos 

HPLC-DAD 
 

Gradiente 

Waters Atlantis T3  
(150 x 4.6 mm; 5 μm) 

 
A: MeOH 

B: H2O 

OPD [83] 



 
30 I. Introducción 

Tabla 1. Métodos de determinación de glioxal y metilglioxal mediante cromatografía de 
líquidos. Los significados de las abreviaturas empleadas se encuentran en el Anexo I. 

 

Analitos Matriz 
Detección 

Elución 
Fase estacionaria 

Fase móvil 
Derivatizante Ref. 

MGL Miel 
HPLC-DAD 

 
Gradiente 

Thermo Hypersil Gold C18  
(250 x 4.6 mm; 5 μm) 

 
A: HAc aq. (0.1%) 

B: MeOH 

OPD [84] 

GL, 
MGL y 
otros 

Abulón 
(molusco) 

HPLC-DAD 
 

Gradiente 

SunFire TM  
(150 x 4.6 mm; 5 μm) 

 
A: MeOH 

B: H2O 

OPD [85] 

GL y 
MGL 

Pasta 

HPLC-
DAD/MS 

 
Gradiente 

Prontosil 60 Phenyl  
(250 x 4.6 mm; 5 μm) 

 
A: HAc aq. (0.075%) 
B: MeOH:A (80:20) 

OPD [86] 

GL, 
MGL y 
otro 

Galletas 
HPLC-DAD 

 
Gradiente 

Zorbax SB-Aq  
(250 x 4.6 mm; 5 μm) 

 
A: HAc aq. (0.1%) 

B: MeOH 

OPD [87] 

GL y 
MGL 

Sistema 
modelo 
glicación 

DPPE (varios 
alimentos) 

HPLC-MS 
 

Isocrático 

Venusil ASB C18  
(250 x 4.6 mm; 5 μm) 

 
H2O:MeOH 

(85:15) 

OPD [88] 

GL, 
MGL y 
otros 

Zumo de 
manzana 

UPCL-MS 
 

Gradiente 

Cortects UPLC C18+  
(50 x 2.1 mm; 1.7 μm) 

 
A: H2O (0.1 % HFo) 

B: MeOH (0.1% HFo) 

OPD [89] 

MGL Miel 
HPLC-DAD 

 
Gradiente 

Eurospher 100 RP18  
(250 x 4.6 mm; 5 mm) 

 
A: HAc aq. (0.075%) 
B: MeOH:A (80:20) 

OPD [90] 

GL, 
MGL y 
otros 

Varios 
alimentos 

HPLC-DAD 
 

Gradiente 

Shim-pack VP-ODS  
(250 x 4.6 mm; 4.6 μm) 

 
A: MeOH 

B: HAc aq. (1%) 

DQB [91] 

GL, 
MGL y 
otros 

Avellana 
HPLC-MS 

 
Gradiente 

Merck Purospher Star  
RP-18e  

(150 x 4.6 mm; 5 μm) 
 

A: H2O (1% HFo) 
B: MeOH (1% HFo) 

OPD [92] 
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Tabla 1. Métodos de determinación de glioxal y metilglioxal mediante cromatografía de 
líquidos. Los significados de las abreviaturas empleadas se encuentran en el Anexo I. 

 

Analitos Matriz 
Detección 

Elución 
Fase estacionaria 

Fase móvil 
Derivatizante Ref. 

GL 
Vino y brócoli 

(post 
digestión) 

HPLC-DAD 
 

Gradiente 

Merck Purospher Star  
RP-18e  

(150 x 4.6 mm; 5 μm) 
 

A: H2O (1% HFo) 
B: MeOH (1% HFo) 

OPD [93] 

MGL y 
otro 

Leche 
fermentada 

HPLC-MS 
 

Gradiente 

Polar-RP 80A  
(150 x 2 mm; 4 μm) 

 
A: HFo aq. (1%) 

B: MeOH 

OPD [94] 

GL y 
MGL 

Té negro 
HPLC-MS 

 
Gradiente 

Waters X-Bridge C18  
(50 x 2.1 mm; 3.5 μm) 

 
A: MeOH 

B: HFo aq. (0.1%) 

OPD [95] 

GL y 
MGL 

Semillas de 
camelia 

HPLC-DAD 
 

Gradiente 

Zorbax SB-Aq  
(250 x 4.6 mm; 5 μm) 

 
A: HAc aq. (0.1%) 

B: MeOH 

OPD [96] 

GL, 
MGL y 
otros 

Zumo de 
naranja 

UPCL-MS 
 

Gradiente 

Cortects UPLC C18+  
(50 x 2.1 mm; 1.7 μm) 

 
A: H2O (0.1% HFo) 

B: MeOH (0.1% HFo) 

OPD [97] 

GL, 
MGL y 
otro 

Sistema 
modelo de 
azúcares y 

lípidos 

HPLC-MS 
 

Gradiente 

Zorbax SB-Aq C18  
(100 x 4.6 mm; 5 μm) 

 
A: H2O (0.1% HFo) 

B: MeOH (0.1% HFo) 

OPD [98] 

GL, 
MGL y 
otros 

Leche 

HPLC-
DAD/MS 

 
Gradiente 

Waters BEH Phenyl  
(100 x 2.1 mm; 1.7 μm) 

 
A: HFo aq. (0.2%) 

B: MeOH 

OPD [99] 

GL y 
MGL 

Sistema 
modelo de 

carbohidratos 

UPLC-DAD 
 

Gradiente 

Acquity UPLC BEH  
(100 x 2.1 mm; 1.7 μm) 

 
A: HFo aq. (0.2%) 

B: MeOH 

OPD [100] 

GL, 
MGL y 
otro 

Fruta seca y 
semillas 

UPLC-MS 
 

Gradiente 

Accucore C18  
(100 x 2.1 mm; 2.6 μm) 

 
A: H2O (0.1% HFo) 
B: ACN (0.1% HFo) 

OPD [101] 
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Tabla 1. Métodos de determinación de glioxal y metilglioxal mediante cromatografía de 
líquidos. Los significados de las abreviaturas empleadas se encuentran en el Anexo I. 

 

Analitos Matriz 
Detección 

Elución 
Fase estacionaria 

Fase móvil 
Derivatizante Ref. 

GL y 
MGL 

Snacks, 
galletas y 
cereales 

HPLC-DAD 
 

Isocrático 

Inertsil ODS-3  
(250 x 4.6 mm; 5 μm) 

 
MeOH:H2O:ACN 

(42:56:2) 

NPDA [102] 

MGL 

Varios 
alimentos 

(tras 
digestión) 

HPLC-DAD 
 

Gradiente 

Merck Purospher Star  
RP-18e  

 
A: H2O (1% HFo) 

B: MeOH (1% HFo) 

OPD [103] 

GL, 
MGL y 
otros 

Pan 
HPLC-MS 

 
Gradiente 

Merck Purospher Star  
(150 x 4.6 mm; 5 μm) 

 
A: H2O (1% HFo) 

B: MeOH (1% HFo) 

OPD [104] 

GL, 
MGL y 
otros 

Zumos, purés 
y 

concentrados 
de frutas y 

frutas secas 

UPLC-MS 
 

Gradiente 

Acquity UPLC BEH C18 
 

A: H2O (1% HFo) 
B: ACN (1% HFo) 

OPD [105] 

GL, 
MGL y 
otros 

Zumos de 
fruta 

HPLC-MS 
 

Gradiente 

Merck Purospher Star  
(150 x 4.6 mm; 5 μm) 

 
A: H2O (1% HFo) 

B: MeOH (1% HFo) 

OPD [106] 

GL, 
MGL y 
otros 

Café 
UPLC-MS 

 
Isocrático 

Acquity UPLC BEH C18  
(100 x 2.1 mm; 1.7 μm) 

 
H2O:ACN (0.1% HFo) 

(90:10) 

OPD [107] 

GL, 
MGL y 
otros 

Cerveza y 
malta 

HPLC-
DAD/MS 

 
Gradiente 

Prontosil 60 Phenyl  
(250 x 4.6 mm; 5 μm) 

 
A: HAc aq. (0.075%) 
B: MeOH:A (80:20) 

OPD [46] 

GL, 
MGL y 
otros 

Leche 

HPLC-
DAD/MS 

 
Gradiente 

Waters BEH Phenyl  
(100 x 2.1 mm; 1.7 μm) 

 
A: HFo aq. (0.2%) 

B: MeOH 

OPD [108] 

GL y 
MGL 

Varios 
alimentos 
con alto 

contenido de 
azúcar 

HPLC-DAD 
 

Isocrático 

Inertsil ODS-3 
 

MeOH:H2O:ACN 
(42:56:2) 

NPDA [109] 
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Tabla 1. Métodos de determinación de glioxal y metilglioxal mediante cromatografía de 
líquidos. Los significados de las abreviaturas empleadas se encuentran en el Anexo I. 

 

Analitos Matriz 
Detección 

Elución 
Fase estacionaria 

Fase móvil 
Derivatizante Ref. 

GL, 
MGL y 
otros 

Sistema 
modelo de 

ribosa y 
glicina 

HPLC-
DAD/MS 

 
Gradiente 

SunFire C18  
(150 x 4.6 mm; 5 μm) 

 
A: H2O (0.1% HFo) 

B: MeOH (0.1% HFo) 

OPD [110] 

GL, 
MGL y 
otros 

Sistema 
modelo con 

alto 
contenido de 

azúcar 

HPLC-MS 
 

Gradiente 

Polar-RP 80A  
(150 x 2 mm; 4 μm) 

 
A: MeOH 

B: HFo aq. (0.1%) 

OPD [111] 

GL, 
MGL y 
otro 

Agua (tras 
digestión) 

HPLC-DAD 
 

Gradiente 

Phenomenex Kinetex C18 
(75 mm; 2.6 μ) 

 
A: HAc aq. (0.1%) 

B: MeOH 

OPD [112] 

MGL y 
otros 

Miel 
HPLC-DAD 

 
Gradiente 

Hypersil Gold C18  
(100 x 2.1 mm; 1.9 μm) 

 
A: HFo aq. (0.1%) 

B: ACN 

PFBHA [113] 

GL y 
MGL 

Salsas chinas 
HPLC-DAD 

 
Gradiente 

Phenomenex C18  
(25 x 4.6 mm; 5 μm) 

 
A: ACN 

B: HAc aq. (0.3%) 

OPD [114] 

GL, 
MGL y 
otro 

Varios 
alimentos 

UPLC-MS 
 

Gradiente 

Acquity UPLC BEH C18  
(50 x 2.1 mm; 1.7 μm) 

 
A: HFo (5 mM) 

B: ACN 

OPD [115] 

GL y 
MGL 

Sistema 
modelo de 
glucosa y 
cisteína 

HPLC-DAD 
 

Gradiente 

SunFire TM  
(150 x 4.6 mm; 5 μm) 

 
A: H2O 

B: MeOH 

OPD [116] 

GL y 
MGL 

Cacao 
UPLC-MS 

 
Gradiente 

Kinetex EVO C18  
(150 x 2.1 mm; 2.6 μm) 

 
A: H2O (0.1% HFo) 

B: MeOH (0.1% HFo) 

OPD [117] 

GL, 
MGL y 
otros 

Sistema 
modelo 

glucosa + 
ácido 

glutámico 

HPLC-MS 
 

Gradiente 

XBP C18  
(150 x 4.6 mm; 5 μm) 

 
A: H2O (0.5% HFo) 

B: MeOH (0.5% HFo) 

OPD [118] 

 



 
34 I. Introducción 

• Cromatografía de gases 

Los métodos que emplean cromatografía de gases (GC, por sus siglas en inglés “Gas 

Chromatography”) se encuentran resumidos en la Tabla 2. Como se puede observar, son 

bastantes menos que por cromatografía de líquidos, y en general emplean detección de MS, 

aunque algunos detectan a los analitos mediante NPD (detector de nitrógeno/fósforo, por sus 

siglas en inglés “Nitrogen Phosphorus Detector”) o FID (detector de ionización de llama, por sus 

siglas en inglés “Flame Ionization Detector”). La elución de los analitos se realiza siempre 

utilizando un gradiente de temperatura, donde el gas portador suele ser helio, excepto un 

método que emplea nitrógeno [119]. En la mayoría de los métodos la fase estacionaria consiste 

en una columna de 30 m, con un diámetro interno de 0.25 μm. 

Al igual que en el caso de la cromatografía líquida, los analitos necesitan un proceso de 

derivatización para mejorar las características para su determinación, con objeto de aumentar 

su estabilidad y disminuir su polaridad. Sin embargo, en el caso de la cromatografía de gases no 

parece haber un reactivo derivatizante predilecto. Entre los reactivos más empleados se 

encuentran OPD, 1,2-DAB o o-(2,3,4,5,6-pentafluorobencil)-hidroxilamina (PFBHA), entre otros. 

Por último, y de nuevo igual que en el caso de la cromatografía líquida, las muestras sobre 

las que se han aplicado estos métodos son muy variadas, siendo miel, alimentos fermentados, 

bebidas alcohólicas o conservas vegetales algunas de ellas.  

 

Tabla 2. Métodos de determinación de glioxal y metilglioxal mediante cromatografía de 
gases. Los significados de las abreviaturas empleadas se encuentran en el Anexo I. 

 

Analitos Matriz 
Detección 

Elución 
Fase estacionaria 

Gas portador 
Derivatizante Ref. 

MGL Miel 
GC-NPD 

 
Gradiente 

BPX-50  
(30 m x 0.25 mm;  

0.25 μm) 
 

Helio  

1,2-DAB [120] 

GL, MGL y 
otros 

Azúcar y 
sistemas de 
reacción de 

Maillard  

GC-MS 
 

Gradiente 

DB-WAX  
(30 m x 0.25 mm;  

0.25 μm) 
 

Helio 

OPD [121] 

GL, MGL y 
otros 

Agua de 
bebida 

GC-MS 
 

Gradiente 

HP-5MS  
(30 m x 0.25 mm;  

0.25 μm) 
 

Helio 

PFBHA [122] 
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Tabla 2. Métodos de determinación de glioxal y metilglioxal mediante cromatografía de 
gases. Los significados de las abreviaturas empleadas se encuentran en el Anexo I. 

 

Analitos Matriz 
Detección 

Elución 
Fase estacionaria 

Gas portador 
Derivatizante Ref. 

GL, MGL y 
diacetilo 

Bebidas 
alcohólicas 

GC-NPD 
 

Gradiente 

DB WAX  
(30 m x 0.25 mm;  

0.25 μm) 
 

Helio 

OPD [34] 

GL, MGL y 
otros 

Conservas 
vegetales 

GC-MS 
 

Gradiente 

HP-5MS  
(30 m x 0.25 mm; 

0.25 μm) 
 

Helio 

PFBHA [123] 

GL y MGL 

Varias 
bebidas 

(refrescos, 
zumos y tés) 

GC-FID 
 

Gradiente 

HP-5MS  
(30 m x 0.32 mm;  

0.25 μm) 
 

Nitrógeno  

1,2-DAB [119] 

GL, MGL y 
diacetilo 

Queso 
GC-MS 

 
Gradiente 

RTx-5MS  
(30 m x 0.25 mm;  

0.5 μm) 
 

Helio 

1,2-DAB [124] 

GL, MGL y 
diacetilo 

Jengibre 
rojo 

GC-MS 
 

Gradiente 

DB-WAX  
(30 m x 0.25 mm;  

0.25 μm) 
 

Helio 

OPD [125] 

MGL Miel 
GC-MS 

 
Gradiente 

BD-5MS  
(60 m x 0.32 mm;  

1 μm) 
 

Helio 

Sin 
derivatizar 

[126] 

GL y MGL 

Bebidas 
alcohólicas y 

alimentos 
fermentados 

GC-MS 
 

Gradiente 

HP-InnoWax  
(60 m x 0.25 mm;  

0.25 μm) 
 

Helio 

TFEH [127] 

MGL y 
otros 

Café 
GC-NPD 

 
Gradiente 

DB-WAX  
(30 m x 0.25 mm;  

0.25 μm) 
 

Helio 

OPD [128] 
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• Electroforesis capilar 

Los métodos que emplean electroforesis capilar (CE, por sus siglas en inglés “Capillary 

Electrophoresis”) para la determinación de GL y MGL en alimentos son muy escasos. Así, se 

puede citar a Baños y Silva [129] que emplearon la técnica de CZE (electroforesis capilar de zona, 

por sus siglas en inglés “Capillary Zone Electrophoresis”) con detección fluorescente inducida 

por láser (LIF, por sus siglas en inglés “Laser Induced Fluorescence”) para la determinación de 

varios aldehídos de bajo peso molecular (entre ellos GL y MGL) en aguas de bebida. Para ello, se 

procedió a la derivatización pre-columna de los analitos con fluoresceína 5-tiosemicarbazida. 

Con este método se obtuvieron LODs entre 0.15 – 0.35 μg/L, y valores de RSD que oscilaban 

entre el 5.2 y el 8.3%. Durante la aplicación a muestras reales de agua embotellada las 

recuperaciones obtenidas oscilaron entre el 99.1 y el 103.5%. Por otro lado, se ha encontrado 

un segundo método propuesto por Mirza y col. [30] que emplearon la técnica de MEKC 

(cromatografía micelar electrocinética, por sus siglas en inglés “Micellar ElectroKinetic 

Chromatography”) para la determinación de GL, MGL y otros compuestos en diferentes bebidas 

y alimentos tras la derivatización de los mismos con meso-estilbendiamina. La aplicación del 

método a muestras reales permitió la detección de concentraciones de analitos del orden de 

μg/mL, con buenos valores de RSD (entre 1.1 y 3.9%). Las recuperaciones obtenidas oscilaron 

entre el 96.3 y el 98.5%. 

 

Técnicas no separativas 

En general, se han encontrado pocas referencias de métodos analíticos que empleen 

técnicas no separativas para la determinación de GL y MGL en matrices alimentarias. Estas se 

diferencian en técnicas electroquímicas y técnicas espectroscópicas. 

 

• Técnicas electroquímicas 

Se han encontrado tres métodos que emplean técnicas electroquímicas para la 

determinación de MGL en diferentes matrices alimentarias. En ninguno de estos métodos se ha 

determinado GL ni otros analitos dicarbonílicos. En el primer método, el grupo de Chatterjee y 

Chen [38] determinó MGL en vino y cerveza mediante el empleo de un electrodo de carbono 

vitrificado (GCE, por sus siglas en inglés “Glassy Carbon Electrode”), cuya superficie fue 

modificada por electrodeposición de nanopartículas de platino sobre nanotubos de carbono. Se 

empleó la modalidad de onda cuadrada, y se obtuvo un LOD de 2.8 nM y recuperaciones entre 
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el 95.04 y el 104.74%. Más adelante, en 2017, Alagappan y col. [130] fabricaron un biosensor 

con interfaz de óxido de vanadio (V) y glutatión para la determinación de MGL en muestras de 

arroz. Se empleó la modalidad de voltamperometría cíclica, obteniéndose dos picos de 

reducción bien definidos. El LOD obtenido fue de 2 nM, y el tiempo de respuesta fue inferior a 

18 segundos. Por último, Jayaprakasan y col. [131] fabricaron un biosensor con interfaz de 

nanopartículas de óxido de zinc y enzima glioxalasa-1 sobre superficie de platino para la 

determinación de MGL en muestras de carne de pollo. Se empleó la modalidad de 

voltamperometría cíclica, y se obtuvieron recuperaciones entre el 99.3 y el 101.5%.  La vida útil 

del biosensor es de 18 días. 

 

• Técnicas espectroscópicas 

Por último, se resumen los métodos encontrados que emplean técnicas espectroscópicas 

para la determinación de compuestos dicarbonílicos. Se han encontrado dos métodos que 

determinan MGL en muestras de miel mediante la técnica de Resonancia Magnética Nuclear 

(RMN). En el primero de ellos [53] obtuvieron los espectros de 1H-RMN de las muestras de miel, 

obteniéndose la concentración de MGL total (formas mono- y di-hidratadas). Estos resultados 

se compararon con los obtenidos mediante cromatografía líquida, con detección ultravioleta y 

masas, obteniéndose valores similares, pero normalmente siempre menores en el caso de RMN 

frente a los métodos cromatográficos. Por otra parte, en el segundo método [132] también se 

obtuvo la concentración de MGL total, junto con la de otros compuestos aromáticos. Además, 

se estudió su posible capacidad antibacteriana.  

Por otra parte, el grupo de Sultanbawa y col. [76] también determinó MGL y la actividad 

anti-bacteriana en miel, empleando la técnica de IR (espectroscopía de infrarrojos). Los 

resultados obtenidos se compararon con los obtenidos mediante cromatografía líquida, 

obteniendo una correlación aceptable entre ambas técnicas (R2 = 0.75). Así, los autores sugieren 

que el empleo de IR puede llegar a ser una herramienta de predicción valiosa para la 

determinación de MGL en mieles. 
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2.2. Aminas biógenas 

Las aminas biógenas (ABs) son bases nitrogenadas de bajo peso molecular en las que los 

hidrógenos amoniacales han sido reemplazados o sustituidos por radicales aromáticos o 

alifáticos, que se forman por la acción de organismos vivos. En la Figura 7 se muestran las 

estructuras de las ocho ABs analizadas en esta memoria. Las ABs se presentan de forma 

endógena en las plantas y se encuentran en frutas frescas y vegetales. Además, también pueden 

formarse durante diferentes procesos metabólicos, y se encuentran principalmente en aquellos 

alimentos que han pasado por algún proceso fermentativo. Su contenido total en vino y cerveza 

es muy variable, y puede oscilar entre niveles traza y 130 mg/L. Esta variabilidad está causada 

por varios factores que afectan directamente a la formación de las ABs, o indirectamente a las 

concentraciones de sus aminoácidos precursores. De entre todos ellos, los factores con más 

influencia son las materias primas empleadas, la concentración de compuestos nitrogenados en 

el mosto y las prácticas de elaboración llevadas a cabo [6,29,133–138].  

 

 

Figura 7.  Estructuras químicas de las ocho aminas biógenas determinadas en esta memoria. 
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Respecto a las materias primas, las uvas frescas presentan pequeñas cantidades de ABs 

que ayudan a su correcto funcionamiento fisiológico. Su concentración y perfil dependen de la 

variedad de uva, el grado de madurez, el tipo de suelo, la fertilización empleada y las condiciones 

climáticas. Además, el estrés en las viñas también puede afectar al contenido de ABs en el 

mosto. En el caso de la cerveza, las ABs pueden provenir de la malta, el lúpulo o las levaduras 

empleadas. Teniendo en cuenta que los niveles de ABs en lúpulo y levaduras son muy bajos, 

puede decirse que la malta es su fuente más importante, principalmente de agmatina y 

putrescina. Su concentración depende del grado de germinación de la malta, la temperatura 

usada para su tostado y la variedad de cebada empleada.  

La elección de las materias primas en ambos procesos también afecta a la concentración 

de compuestos nitrogenados en el mosto correspondiente. Teniendo en cuenta que los 

aminoácidos son un porcentaje muy importante de los compuestos nitrogenados totales, y que 

son los precursores directos de las ABs, su concentración y variedad en las materias primas tiene 

una repercusión directa en el perfil de ABs de la bebida final. Los factores que afectan a la 

concentración de aminoácidos en el mosto se describirán en el Apartado 2.3. 

Por último, pero no menos importante, las prácticas de elaboración tienen una gran 

influencia en el perfil final de ABs. En el caso del vino, el empleo de unas u otras técnicas 

vitivinícolas puede ayudar a aumentar o reducir la concentración de ABs. Tanto un aumento del 

tiempo de maceración con los hollejos como el envejecimiento en presencia de lías genera un 

aumento en su concentración (razón por la que los vinos rosados y, especialmente tintos, 

presentan mayor concentración de ABs que los vinos blancos). La pérdida de acidez (con el 

correspondiente incremento de microorganismos presentes) o una baja cantidad de ácido 

sulfuroso también favorecen la presencia de ABs. Por el contrario, el empleo de bentonita o de 

tratamientos térmicos tienden a reducir su concentración. Así mismo, mantener unas correctas 

medidas de higiene durante todo el proceso previene la presencia de microorganismos 

indeseables que puedan aumentar la concentración de ABs. La OIV, en su Código de Buenas 

Prácticas de Viticultura, recoge los procedimientos de elaboración conocidos para reducir el 

contenido de ABs [139]. 

A pesar de que, como se ha descrito, las ABs pueden generarse a lo largo de todo el 

proceso de vinificación, las fermentaciones son los momentos más importantes. En el caso de la 

fermentación alcohólica, se ha comprobado que las levaduras que intervienen podrían ser 

causantes, en parte, del aumento de concentración de ABs en el vino. Este aumento depende 

del tipo de levadura empleado, así como de la cepa dentro de la misma especie. Así pues, es 
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importante un correcto manejo de las levaduras durante este proceso [29]. Por otro lado, la 

fermentación maloláctica es considerada la ruta principal para la producción de ABs [6]. Durante 

este proceso, como se ha comentado en el Apartado 1.1, las bacterias ácido-lácticas convierten 

el ácido málico en ácido láctico. Sin embargo, durante este proceso fermentativo otros sustratos 

pueden ser metabolizados, como es el caso de los aminoácidos, dando lugar a ABs. Aunque no 

está del todo claro cuáles pueden ser las funciones fisiológicas que llevan a las bacterias a 

descarboxilar los aminoácidos, se cree que este proceso puede ayudar a controlar el estrés 

osmótico y oxidativo. Además, parece que la acumulación de ABs ayuda la supervivencia de las 

bacterias en el medio ácido del vino. Es importante destacar que la habilidad de las bacterias 

ácido-lácticas para producir aminas depende de la cepa empleada, y no es una característica de 

la especie como tal [29,133,134]. Por otro lado, la propia autolisis de las levaduras también 

puede aumentar la concentración de aminas [135]. 

En el caso de la elaboración de cerveza, las prácticas de elaboración también influyen en 

la concentración de ABs. Las ABs procedentes de las materias primas tienden a disminuir 

durante el proceso de molido y extracción, mientras que el resto de ABs aumentan su 

concentración durante el proceso fermentativo. Como en el caso del vino, este proceso es la 

principal fuente de ABs. El tipo de fermentación afecta a los niveles y al perfil de ABs, siendo las 

cervezas de baja fermentación o lager las que poseen menores cantidades de ABs, mientras que 

las cervezas de alta fermentación o ale y las de fermentación espontánea o lambic suelen tener 

mayor concentración de ABs, debido a que poseen una mayor cantidad de microorganismos 

descarboxilantes. Además, es importante destacar que, de nuevo, los diferentes tipos de 

levaduras empleadas, así como sus distintas cepas, afectan al perfil de ABs formadas, lo cual 

puede explicar las diferencias en el perfil de ABs en cervezas del mismo tipo, pero procedentes 

de distintas cervecerías. Por otro lado, las ABs también pueden formarse durante las segundas 

fermentaciones que se producen una vez embotellada la cerveza, aunque este problema se 

suele solucionar mediante el uso de la pasteurización [137]. En la bebida final, los niveles de ABs, 

especialmente de histamina y tiramina, suelen ser similares a aquellos encontrados en vinos 

tintos, con concentraciones de hasta 3.2 y 7.4 mg/L, respectivamente [140]. 

Por último, las ABs también pueden proceder de contaminaciones microbiológicas 

indeseables que se produzcan durante el proceso de elaboración en la cervecería. Por ejemplo, 

la tiramina en cerveza está muy relacionada con la presencia de Pediococcus spp., por lo que 

altas concentraciones de esta amina pueden indicar un problema de contaminación por parte 
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de este microorganismo. Así pues, unas correctas prácticas de elaboración son esenciales para 

asegurar la calidad sanitaria en este tipo de bebida [137].  

Las ABs son necesarias para el correcto funcionamiento del cuerpo humano, ya que 

juegan un papel importante en la actividad cerebral, en la regulación de la temperatura corporal, 

la acidez del estómago y la respuesta inmunitaria, así como en el crecimiento y la diferenciación 

celular. Además, funcionan como precursores de diferentes hormonas, alcaloides, ácidos 

nucleicos y proteínas. Aunque las células son capaces de sintetizarlas, la principal fuente de ABs 

es la dieta. En condiciones fisiológicas normales, las ABs procedentes de la dieta son absorbidas 

por el sistema gastrointestinal y rápidamente metabolizadas por diferentes enzimas, 

principalmente monoamino oxidasa (MAO) y diamino oxidasa (DAO). Sin embargo, cuando estas 

rutas catabólicas son genéticamente deficientes o están inhibidas por la ingesta de 

medicamentos (por ejemplo, antidepresivos o medicamentos para el tratamiento del dolor o de 

las enfermedades de Alzheimer y de Parkinson), o si se ingiere una gran cantidad de ABs, el 

sistema de desintoxicación no es capaz de eliminarlas y pueden producirse diferentes efectos 

adversos. Por otro lado, la actividad de MAO y DAO también puede verse reducida por el 

consumo de alcohol y por la presencia de acetaldehído, ya que comparten la misma ruta de 

metabolización, por lo que la presencia de ABs en bebidas alcohólicas a elevadas 

concentraciones puede entrañar peligro [29,133]. 

Los problemas de salud que pueden provocar las ABs son muy variados, y algunos de los 

síntomas asociados a su ingesta varían desde migraña, náuseas, enrojecimiento y picor de la 

piel, falta de aire y taquicardia, cuando se han ingerido pequeñas dosis; hasta vómitos, 

constricción bronquial, hiper o hipotensión, fallo renal y vascular, shock anafiláctico, hemorragia 

cerebral e incluso la muerte, cuando la cantidad ingerida ha sido muy alta, o la persona tiene 

alguna de las características nombradas anteriormente que aumenten su sensibilidad [29,135]. 

La histamina, la AB más estudiada, es conocida por causar migrañas, bajadas de la presión 

arterial, palpitaciones, vómitos y diarrea. Estos síntomas ocurren especialmente en pacientes 

con intolerancia a la histamina, que presentan una reducción genética (a veces total) de la 

cantidad normal de DAO. Tiramina, triptamina y 2-feniletilamina poseen efectos 

vasoconstrictores y provocan el aumento de la presión arterial. Por su parte, putrescina y 

cadaverina no son tóxicas por sí mismas, pero afectan al correcto funcionamiento de MAO y 

DAO. Por último, las aminas secundarias pueden reaccionar con el ácido nitroso y sus sales y 

formar nitrosaminas, compuestos conocidos por su capacidad carcinogénica, mutagénica y 

teratogénica [29,133]. 
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A pesar de conocer los posibles problemas de salud relacionados con la ingestión de ABs, 

establecer los límites toxicológicos es muy difícil ya que su toxicidad depende del tipo de AB, de 

la matriz en la que se presentan, de si están siendo ingeridas simultáneamente con otros 

productos que puedan interaccionar con ellas, y de la eficiencia de los mecanismos de 

desintoxicación de cada individuo particular. Normalmente se considera 10 mg/L como el límite 

máximo de ABs seguro para los consumidores, aunque algunos autores han encontrado efectos 

secundarios peligrosos en la salud humana con concentraciones tan bajas como 3 mg/L [6,29].  

Debido a ello, tanto la industria del vino como la de la cerveza intentan mantener las 

concentraciones de ABs al mínimo, para evitar estas posibles complicaciones de salud, así como 

posibles problemas de deterioro o pérdidas organolépticas. En el mundo vitivinícola, aunque no 

se ha establecido una legislación que regule su concentración, algunos países han establecido 

límites máximos para la concentración de histamina, con concentraciones que varían entre 2 

hasta 10 mg/L. Por otro lado, algunos autores han sugerido el establecimiento de un sistema 

regulador (similar al de los sulfitos) que señale el contenido de ABs en el vino o especifique su 

ausencia, para proteger a los consumidores sensibles [29]. Por su parte, en la industria cervecera 

existe el llamado Índice de Aminas Biógenas (BAI, por sus siglas en inglés “Biogenic Amine 

Index”), definido por Loret y col. en 2005, que, teniendo en cuenta las concentraciones de las 

diferentes ABs y su presencia o no en las materias primas, da información sobre la calidad 

microbiológica de la cerveza. Según este índice, aquellas cervezas con un BAI inferior a 1.0 

presentan una alta calidad microbiológica, las que poseen un índice entre 1.0 y 10.0 pueden 

haber sufrido algún tipo de contaminación, y aquellas con un BAI superior a 10.0 muestran que 

las condiciones en las que se han producido eran muy deficientes en términos de higiene, por lo 

que pueden llegar a ser peligrosas para los consumidores [138].  

 

2.2.1. Antecedentes bibliográficos de la determinación de aminas biógenas 

La determinación de ABs en matrices alimentarias es de gran importancia debido a 

diferentes razones, principalmente a su potencial toxicidad, a su relación con el crecimiento 

bacteriano en los alimentos y a la posibilidad de emplear su contenido como índice de calidad, 

ya sea de materias primas, productos intermedios o terminados, o durante la monitorización de 

procesos fermentativos y de control [136,141,142]. La importancia de este grupo de analitos 

está remarcada por un gran número de métodos desarrollados para su determinación, así como 

por la existencia de varios artículos de revisión que han resumido las características principales 
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de dichas metodologías. Así, para resumir las características de los métodos que determinan ABs 

en muestras alimentarias, se ha realizado un resumen de estos artículos de revisión, cuyo 

contenido se resume en la Tabla 3. Además, también se ha empleado la información de una 

revisión sobre la importancia de los agentes derivatizantes en los métodos cromatográficos para 

la determinación de ABs en alimentos y bebidas [141]. Sin embargo, como el último artículo de 

revisión data de 2018 [136], se ha completado esta información con la revisión de los artículos 

publicados entre esa fecha hasta la actualidad. 

Tabla 3. Artículos de revisión sobre la determinación de aminas biógenas en matrices 

alimentarias encontrados desde 2010. 

Contenido del artículo de revisión Fechas Ref. 

Determinación de ABs en alimentos y bebidas 2010 – 2018 [136] 

Avances y limpieza en el análisis de ABs en alimentos Hasta 2016 [142] 

Últimas tendencias en la determinación de ABs en bebidas 
fermentadas 

Hasta 2016 [143] 

De los artículos de revisión se puede extraer que el análisis de ABs en matrices 

alimentarias es complicado, debido a la variedad y complejidad de sus estructuras, a sus 

concentraciones variables y normalmente bajas, a su alta polaridad y a la presencia de múltiples 

interferentes. Por esta razón, normalmente es necesario un pre-tratamiento de las muestras, 

que puede incluir pasos de limpieza, extracción y/o pre-concentración de los analitos [136,141–

143]. Este paso puede llegar a ser uno de los puntos críticos de la determinación, ya que afecta 

a las recuperaciones [136], por lo que se intenta mejorar lo máximo posible y reducir o evitar 

siempre y cuando sea posible.  

En este sentido, aquellas muestras líquidas sin proteínas (como son las bebidas alcohólicas 

fermentadas) normalmente solo necesitan un paso previo de dilución (“dilute and shoot”), lo 

que permite retener los analitos lo máximo posible, de forma simple y rápida. El mayor desafío 

de esta técnica reside en encontrar el equilibrio entre la reducción del efecto matriz y la máxima 

sensibilidad posible. En muestras más complejas es común encontrarse pre-tratamientos que 

incluyen varios pasos, como la extracción sólido-líquido (una de las técnicas más empleadas en 

matrices alimentarias). Sin embargo, se está intentando que sean procesos rápidos y 

respetuosos con el medio ambiente, por ejemplo, mediante el empleo de versiones 

miniaturizadas de los procesos de extracción tradicionales como DLLME (micro-extracción 

líquido-líquido dispersiva, por sus siglas en inglés “Dispersive Liquid-Liquid Micro-Extraction”), 
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MSPD (dispersión de matriz en fase sólida, por sus siglas en inglés “Matrix Solid Phase 

Dispersion”) o SPME (micro-extracción en fase sólida, por sus siglas en inglés “Solid Phase Micro-

Extraction”). En el caso del vino y la cerveza es también bastante común el empleo de PVPP 

(polivinilpolipirrolidona) para la eliminación de posibles interferentes, como son los polifenoles 

y otros compuestos relacionados, muy presentes en bebidas fermentadas. El empleo de este 

reactivo es sencillo, rápido y de bajo coste, ya que se necesita una baja cantidad del mismo, y 

permite la obtención de una buena sensibilidad y precisión, por lo que está de acuerdo con las 

premisas de la química verde [143–145]. 

Tras el pre-tratamiento de las muestras, y debido a que las ABs presentan una alta 

polaridad, una baja volatilidad y no presentan grupos cromóforos o fluoróforos, suele ser 

imprescindible un paso de derivatización, incluso en el caso de la detección mediante MS 

[136,141–143,145]. Los reactivos derivatizantes empleados son muy variados, pero los dos más 

usados son el cloruro de dansilo (Dns-Cl) y el o-ftalaldehído (OPA). El Dns-Cl genera derivados 

estables que pueden ser determinados mediante fotometría o fluorescencia. Su principal 

desventaja es que se trata de un reactivo inespecífico que puede reaccionar con más 

compuestos (fenoles y alcoholes alifáticos), además de que la reacción de derivatización suele 

ser larga y necesitar la aplicación de temperatura. Por su parte, el OPA da lugar a una reacción 

mucho más rápida que se produce a temperatura ambiente y presenta una alta sensibilidad. Sin 

embargo, solo reacciona con aminas primarias y sus derivados son más inestables, por lo que 

normalmente es necesario el empleo de otros reactivos (normalmente 2-mercaptoetanol) para 

ayudar a estabilizarlos [136,141,143,144]. 

 

Técnicas separativas 

Respecto a las técnicas empleadas para la determinación de ABs en matrices alimentarias, 

las técnicas separativas son las más empleadas, principalmente, LC y CE.  

 

• Cromatografía líquida 

Para la determinación de ABs mediante LC se suele trabajar en fase reversa, empleando 

fases móviles basadas en mezclas de ACN y agua, con presencia de tampones o aditivos que 

mejoren las características de los analitos, con detectores fotométricos o de fluorescencia 

(siendo más sensibles los segundos). Los detectores de MS también se han empleado, aunque 

no suelen ser la opción preferida ya que los detectores de DAD y FD son más baratos y rápidos 
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y generan resultados aceptables. Aun así, se trata de detectores de gran utilidad ya que permiten 

obtener información sobre la estructura de los compuestos [136,141–145]. El empleo de LC para 

la determinación de ABs está avalado por la Comisión Europea y la OIV [146,147].  

En la Tabla 4 se resumen los métodos encontrados desde 2018 hasta la actualidad que 

emplean LC para la determinación de ABs en matrices alimentarias. Su larga extensión confirma 

tanto la importancia de la determinación de dichos analitos como la preferencia por esta técnica.  

Al igual que en los métodos revisados anteriormente, la fase estacionaria empleada en 

estos métodos suele ser una columna C18, y la fase móvil, una combinación de ACN y/o MeOH 

con diferentes fases acuosas, normalmente agua, ácidos diluidos o diferentes tampones 

(principalmente, acetato de sodio o de amonio).  

La derivatización es necesaria en la gran mayoría de los métodos, aunque unos pocos 

métodos obvian este paso y determinan las ABs directamente, ya sea mediante MS, o mediante 

sus espectros de absorción. El derivatizante por excelencia en estos últimos años ha sido el Dns-

Cl, aunque también se han empleado, entre otros, el cloruro de benzoilo (Bnz-Cl) y OPA.  

Las matrices que han sido analizadas son muy variadas, habiendo tanto diferentes 

productos fermentados como vino, cerveza, queso y productos tradicionales asiáticos, como 

pescado, carne, alimentos en conserva, frutas, etc. 

 

Tabla 4. Métodos de determinación de ABs mediante cromatografía de líquidos. Los 
significados de las abreviaturas empleadas se encuentran en el Anexo I. 

 

Analitos Matriz 
Detección 

Elución 
Fase estacionaria 

Fase móvil 
Derivatizante Ref. 

5 ABs Tarhana 
HPLC-DAD 

 
Gradiente 

ACE C18 
(250 x 4.6 mm; 5 μm) 

 
A: Tampón acetato  

(0.05 M; pH 8):MeOH 
(60:40) 

B: MeOH 

Bnz-Cl [148] 

5 ABs Pepinillos 
HPLC-DAD 

 
Gradiente 

ACE 5 C18 
(250 x 4.6 mm) 

 
A: [Tampón TRIS (0.1 
M):HAc (0.1 M):H2O 

(2:1:2)]:ACN:H2O 
(3:55:42) 

B: ACN:H2O (90:10)  
+ 2 mL tampón  

Dns-Cl [149] 
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Tabla 4. Métodos de determinación de ABs mediante cromatografía de líquidos. Los 
significados de las abreviaturas empleadas se encuentran en el Anexo I. 

 

Analitos Matriz 
Detección 

Elución 
Fase estacionaria 

Fase móvil 
Derivatizante Ref. 

6 ABs 
Fruta de 
jurubeba 

UPLC-DAD 
 

Gradiente 

ACE 5 C18  
(250 x 4.6 mm; 5 μm) 

 
A: ACN 

B: ACN:H2O (50:50) 

Dns-Cl [150] 

6 ABs 
Vino y 

pescado 

HPLC-DAD 
 

Gradiente 

Shimadzu C18 
(150 x 4.6 mm; 5 μm) 

 
A: ACN 
B: H2O 

Dns-Cl [151] 

8 ABs 
Soja 

fermentada 

HPLC-DAD 
 

Gradiente 

C18 Pyramid 
(250 x 4.6 mm; 5 μm) 

 
A: ACN:acetato de amonio 
(0.01 M; 0.1% HAc) (90:10) 
B: ACN:acetato de amonio 
(0.01 M; 0.1% HAc) (10:90) 

Dns-Cl [152] 

8 ABs Queso 
HPLC-DAD 

 
Gradiente 

Zorbax Eclipse XDB C18 
(150 x 4.6 mm; 5 μm) 

 
A: H2O 
B: ACN  

Dns-Cl [153] 

9 ABs Yuca 
HPLC-FD 

 
Gradiente 

Novapak C18 
(300 x 3.9 mm; 4 μm) 

 
A: Acetato de sodio  

(0.2 M) + octanosulfonato 
de sodio (15 mM); pH 4.9 

B: ACN 

OPA [154] 

10 ABs Carne 
UPLC-FD 

 
Gradiente 

UPLC BEH C18 
(100 x 2.1 mm; 1.7 μm) 

 
A: H2O 
B: ACN 

Dns-Cl [155] 

HIM 
Pescado y 
productos 

relacionados 

HPLC-DAD 
 

Gradiente 

Kromasil C18 
(250 x 4.6 mm; 5 μm) 

 
A: H2O 
B: ACN 

Dns-Cl [156] 

4 ABs 
Vinos 

blancos y 
tintos 

HPLC-DAD 
 

Gradiente 

Supelco C18 
(250 x 4.6 mm; 5 μm) 

 
A: H2O 
B: ACN 

Dns-Cl [157] 
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Tabla 4. Métodos de determinación de ABs mediante cromatografía de líquidos. Los 
significados de las abreviaturas empleadas se encuentran en el Anexo I. 

 

Analitos Matriz 
Detección 

Elución 
Fase estacionaria 

Fase móvil 
Derivatizante Ref. 

7 ABs 
Carne de 

ternera cruda 

HPLC-DAD 
 

Gradiente 

Spherisorb ODS2 
(100 x 4.6 mm; 4 μm) 

 
A: Acetato de amonio  

(100 mM) 
B: ACN 

Bnz-Cl [158] 

7 ABs 
 

Pescado y 
alimentos 

fermentados 

HPLC-FD 
 

Gradiente 

Develosil XG-C30M-5 
(75 x 4.6 mm; 5 μm) 

 
A: ACN:H2O (65:35) 
B: ACN:H2O (75:25) 

Dns-Cl [159] 

6 ABs Pescado 
HPLC-FD 

 
Gradiente 

Kromasil 100-5-C18 
(250 x 4.6 mm) 

 
A: ACN  
B: H2O 

Dns-Cl [160] 

7 ABs Pescado 
HPLC-MS 

 
Gradiente 

Water Acquity BEH RM8 
 

A: H2O (0.05% TFA) 
B: ACN (0.05% TFA) 

Sin 
derivatizar 

[161] 

8 ABs 
Tofu 

encurtido 

HPLC-DAD 
 

Gradiente 

Eclipse XBD-C18 
(250 x 4.6 mm; 5 μm) 

 
A: Acetato de amonio  

(0.1 M) 
B: ACN 

Dns-Cl [162] 

8 ABs Salchichas 
HPLC-DAD 

 
Gradiente 

Eclipse XBD-C18 
(250 x 4.6 mm; 5 μm) 

 
A: H2O 
B: ACN 

Dns-Cl [163] 

10 ABs Salsa de soja 
HPLC-DAD 

 
Gradiente 

ODS-3 
(250 x 4.6 mm; 5 μm) 

 
A: Acetato de amonio  

(0.005 M) 
B: ACN 

Dns-Cl [164] 

9 ABs 
Coliflor, 
cebolla y 
alcaravea 

HPLC-DAD 
 

Gradiente 

ACE 3C-18 
(150 x 4.6 mm) 

 
A: ACN 
B: H2O 

Bnz-Cl [165] 
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Tabla 4. Métodos de determinación de ABs mediante cromatografía de líquidos. Los 
significados de las abreviaturas empleadas se encuentran en el Anexo I. 

 

Analitos Matriz 
Detección 

Elución 
Fase estacionaria 

Fase móvil 
Derivatizante Ref. 

3 ABs Pescado 
HPLC-DAD 

 
Gradiente 

Capcell Pak C18 MG S5 
(250 x 4.6 mm; 5 μm) 

 
A: Acetato de amonio  

(0.1 M) 
B: ACN 

Dns-Cl [166] 

12 ABs Vino 
HPLC-DAD 

 
Gradiente 

C18 
(250 x 4.6 mm; 5 μm) 

 
A: Tetraborato de sodio  

(5 mM; pH 8) 
B: MeOH 

Bnz-Cl [167] 

6 ABs Pescado 
HPLC-DAD 

 
Gradiente 

Li Chrome CART 250-4 C18 
(250 x 4 mm; 5 μm) 

 
A: ACN 
B: H2O 

Bnz-Cl [168] 

6 ABs 

Masa idli 
(lenteja 

fermentada y 
arroz) 

HPLC-DAD 
 

Isocrático 

Spherisorb ODS2 
(250 x 4.5 mm; 5 μm) 

 
ACN:H2O 
(70:30) 

Dns-Cl [169] 

9 ABs Atún 
HPLC-FD 

 
Gradiente 

Kinetex EVO-C18 
(150 x 4.6 mm; 5 μm) 

 
A: H2O 
B: ACN 

Dns-Cl [170] 

9 ABs Pasta de soja 
HPLC-DAD 

 
Gradiente 

C18 
(250 x 4.6 mm) 

 
A: Acetato de amonio  

(0.1 M) 
B: ACN 

Dns-Cl [171] 

5 ABs Vino de arroz 
HPLC-DAD 

 
Gradiente 

Zorbax Eclipse XDB-C18 
(250 x 4.6 mm; 5 μm) 

 
A: ACN 

B: Tampón acetato 
(0.1 M; pH 6.2) 

CNBF [172] 

8 ABs Pescado 
HPLC-DAD 

 
Gradiente 

Spherisob ODS 
(150 x 4.6 mm; 5 μm) 

 
A: Acetato de amonio 

B: ACN 

Dns-Cl [173] 
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Tabla 4. Métodos de determinación de ABs mediante cromatografía de líquidos. Los 
significados de las abreviaturas empleadas se encuentran en el Anexo I. 

 

Analitos Matriz 
Detección 

Elución 
Fase estacionaria 

Fase móvil 
Derivatizante Ref. 

7 ABs Vinos chinos 
UPLC-MS 

 
Gradiente 

Eclipse Plus C18 
(100 x 2.1 mm; 1.8 μm) 

 
A: H2O (HFo 0.1%) 
B: ACN (HFo 0.1%) 

Sin 
derivatizar 

[174] 

6 ABs Pescado 
UPLC-MS 

 
Isocrático 

Luna HILIC 
(150 x 3 mm; 3 μm) 

 
A: Acetato de amonio  

(5 mM) 
B: MeOH 

(0.32:0.08; mL/min) 

Sin 
derivatizar 

[175] 

8 ABs 
Salchicha 

fermentada 
ahumada 

HPLC-DAD 
 

Gradiente 

RP-18  
(125 x 4 mm; 5 μm) 

 
A: Acetato de amonio  

(0.1 M) 
B: ACN 

Dns-Cl [176] 

8 ABs 
Miel y 

productos 
derivados 

HPLC-DAD 
 

Gradiente 

Discovery HS C18 
(150 x 4.6 mm; 5 μm) 

 
A: Acetato de amonio 

B: ACN  

Dns-Cl [177] 

8 ABs 
Alimentos de 

origen 
animal 

HPLC-DAD 
 

Gradiente 

LiChrospher C18 
(250 x 4 mm; 5 μm) 

 
A: ACN 

B: Acetato de amonio  
(0.1 M)  

Dns-Cl [178] 

8 ABs 
Alimentos 

procedentes 
del cerdo 

HPLC-DAD 
 

Gradiente 

Thermoscientific RP18 
(250 x 0.5 mm; 5 μm) 

 
A:  H2O 
B: ACN 

Dns-Cl [179] 

7 ABs 
Carne de 
camello 

HPLC-DAD 
 

Gradiente 

Spherisorb ODS2  
(150 x 4.6 mm; 3 μm) 

 
A: ACN 

B: Tampón fosfato  
(0.01 M; pH 7) 

C: H2O 

Dns-Cl [180] 

4 ABs 
Filetes de 

tilapia 

HPLC-DAD 
 

Isocrático 

RP C18 
 

H2O:ACN 
(35:65) 

Dns-Cl [181] 
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Tabla 4. Métodos de determinación de ABs mediante cromatografía de líquidos. Los 
significados de las abreviaturas empleadas se encuentran en el Anexo I. 

 

Analitos Matriz 
Detección 

Elución 
Fase estacionaria 

Fase móvil 
Derivatizante Ref. 

3 ABs Anchoas 
HPLC-DAD 

 
Gradiente 

Lichrospher100 RP18 
(125 x 4.6 mm; 5 μm) 

 
A: MeOH 

B: H2O  

Bnz-Cl [182] 

6 ABs 
Cerveza y 

leche 

HPLC-DAD 
 

Gradiente 

Shimadzu C18 
(150 x 4.6 mm; 5 μm) 

 
A: H2O 
B: ACN 

Dns-Cl [183] 

HIM Pescado 
UPLC-DAD 

 
Isocrático 

Supelcosil LC-ABZ  
(150 x 4.6 mm; 5 μm) 

 
Tampón fosfato 

(pH 6.9):ACN  
(85:15) 

Sin 
derivatizar 

[184] 
[185] 

5 ABs 
Yogurt de 
leche de 

cabra 

HPLC-DAD 
 

Gradiente 

Kromasil C18 
(250 x 4.6 mm; 5 μm) 

 
A: H2O 
B: ACN  

Bnz-Cl [186] 

7 ABs y 
otras 

aminas 

Varios 
alimentos 

HPLC-
DAD/FD 

 
Gradiente 

Phenomenex Gemini C18 
(150 x 4.6 mm; 3 μm) 

 
A: ACN 

B: Acetato de amonio 
(0.01 M) 

Dns-Cl [187] 

8 ABs Pescado 
HPLC-FD 

 
Gradiente 

Grace Smart C18 
(250 x 4.6 mm; 5 μm) 

 
A: Acetato de amonio 

(0.1 M) 
B: ACN 
C: H2O 

Dns-Cl [188] 

7 ABs 
Salchichas 

fermentadas 

UPLC-DAD 
 

Gradiente 

Eclipse XDB-C18 
(50 x 4.6 mm; 1.8 μm) 

 
A: ACN 
B: H2O 

Dns-Cl [189] 

6 ABs Cordero 
UPLC-MS 

 
Gradiente 

Gold HILIC 
(50 x 2.1 x 1.9 μm) 

 
A: H2O (0.1% HFo; 4 mM 

formiato de amonio) 
B: ACN (0.1% HFo; 4 mM 

formiato de amonio) 

Sin 
derivatizar 

[190] 
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Tabla 4. Métodos de determinación de ABs mediante cromatografía de líquidos. Los 
significados de las abreviaturas empleadas se encuentran en el Anexo I. 

 

Analitos Matriz 
Detección 

Elución 
Fase estacionaria 

Fase móvil 
Derivatizante Ref. 

5 ABs Trigo 
HPLC-DAD 

 
Gradiente 

ODS Hypersil 
(250 x 4.6 mm; 5 μm) 

 
A: ACN 
B: H2O 

Bnz-Cl [191] 

2 ABs Pescado 
HPLC-DAD 

 
Gradiente 

Cosmosil 5C18-PAQ 
(250 x 4.6 mm; 5 μm) 

 
A: Tampón fosfato  

(0.05 M; pH 6.8) 
B: ACN 

Dns-Cl [192] 

8 ABs 
Pasta de 

judías 

HPLC-DAD 
 

Gradiente 

Zorbax Eclipse XDB-C18 
 

A: Acetato de amonio 
(0.01 M) 
B: ACN 

Bnz-Cl [193] 

8 ABs Salsa de soja 
HPLC-DAD 

 
Gradiente 

Venusil MP C18 
(250 x 4.6 mm; 5 μm) 

 
A: ACN:Acetato de amonio 
(0.01 M; 0.1% HAc) (90:10) 
B: ACN:Acetato de amonio 
(0.01 M; 0.1% HAc) (10:90) 

Dns-Cl [194] 

7 ABs 
Varios 

alimentos 

HPLC-DAD 
 

Gradiente 

Chromolith Monolithic  
RP-18e 

(100 x 4.6 mm) 
 

A: MeOH 
B: H2O 

Dns-Cl [195] 

17 ABs Cerveza 
UPLC-MS 

 
Gradiente 

Kinetex C8 
(100 x 2.1 mm; 1.7 μm) 

 
A: H2O (0.1 % HFo) 
B: ACN (0.1% HFo) 

Cloruro de 
tosilo 

[196] 

8 ABs Salami 
HPLC-DAD 

 
Gradiente 

C18 Gemini 
(250 x 3 mm; 5 μm) 

 
A: H2O 

B: MeOH:ACN (70:30) 

Dns-Cl [197] 

HIM Pescado 
HPLC-DAD 

 
Gradiente 

C18 
(250 x 4.6 mm; 5 μm) 

 
A: Tampón fosfato  

(pH 6.9):MeOH (85:15) 
B: Tampón fosfato  

(pH 6.9):ACN (85:15) 

Sin 
derivatizar 

[198] 
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Tabla 4. Métodos de determinación de ABs mediante cromatografía de líquidos. Los 
significados de las abreviaturas empleadas se encuentran en el Anexo I. 

 

Analitos Matriz 
Detección 

Elución 
Fase estacionaria 

Fase móvil 
Derivatizante Ref. 

5 ABs Pescado 

HPLC-
DAD/FD 

 
Gradiente 

Zorbax Eclipse XDB C18 
(150 x 4.6 mm; 5 μm) 

 
A: H2O 
B: ACN 

Cloruro de 
pireno 

sulfonilo 
[199] 

8 ABs Pescado seco 
HPLC-DAD 

 
Gradiente 

C18  
(150 x 4.6 mm; 5 μm) 

 
A: Acetato de amonio  

(0.1 M) 
B: ACN 

Dns-Cl [200] 

10 ABs Queso 

HPLC-
FD/MS 

 
Gradiente 

Gemini C18 
(150 x 4.6 mm; 3 μm) 

 
A: ACN 

B: Tampón acetato  
(10 mM; pH 4.8) 

Dns-Cl [201] 

8 ABs 
Pasta 

fermentada 
de gambas 

HPLC-DAD 
 

Gradiente 

Zorbax SB-C18 
(150 x 4.6 mm) 

 
A: H2O 
B: ACN 

Dns-Cl [202] 

4 ABs Pescado 
HPLC-DAD 

 
Gradiente 

Venusil XBP C18 
(250 x 4.6 mm; 5 μm) 

 
A: ACN:acetato de amonio 

(0.1 M) (9:1) 
B: ACN:acetato de amonio 

(0.1 M) (1:9) 

Dns-Cl [203] 

7 ABs 
Salchichas 

fermentadas 

HPLC-MS 
 

Gradiente 

Purospher STAR RP-18 
(100 x 2.1 mm; 2 μm) 

 
A: Acetato de amonio  

(10 mM) 
B: ACN (0.1% HFo) 

Sin 
derivatizar 

[204] 

9 ABs 
Pasta de soja 
fermentada 

HPLC-DAD 
 

Gradiente 

C18 
(150 x 4.6 mm; 5 μm) 

 
A: Acetato de amonio  

(0.1 M) 
B: ACN 

Dns-Cl [205] 
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Tabla 4. Métodos de determinación de ABs mediante cromatografía de líquidos. Los 
significados de las abreviaturas empleadas se encuentran en el Anexo I. 

 

Analitos Matriz 
Detección 

Elución 
Fase estacionaria 

Fase móvil 
Derivatizante Ref. 

6 ABs 
Pescado 

fermentado 

HPLC-DAD 
 

Gradiente 

Simmetry C18 
(250 x 4.6 mm; 5 μm) 

 
A: ACN 

B: Acetato de amonio 
(10%) 

Dns-Cl [206] 

4 ABs 
Carne de 
caballo 

HPLC-MS 
 

Gradiente 

Acquity UPLC HSS T3 
(100 x 2.1 mm; 1.8 μm) 

 
A: H2O 

B: MeOH 

Sin 
derivatizar 

[207] 

HIM y 
TYM 

Judías negras 
fermentadas 

UPLC-DAD 
 

Gradiente 

Acquity UPLC BEH C18 
(50 x 2.1 mm; 1.8 μm) 

 
A: ACN (100%) 
B: ACN (50%) 

Dns-Cl [208] 

6 ABs Calamar 
HPLC-DAD 

 
Gradiente 

Zorbax Extend C18 
(150 x 4.6 mm) 

 
A: Acetato de amonio  

(0.1 M) 
B: ACN 

Dns-Cl [209] 

3 ABs Cacao 
HPLC-FD 

 
Gradiente 

Novapak C18  
(300 x 3.9 mm; 4 μm) 

 
A: Acetato de sodio 
 (0.3 mM; pH 4.9) 

B: ACN 

OPA [210] 

5 ABs Salmón 
HPLC-DAD 

 
Gradiente 

Spherisorb ODS2 
(125 x 4 mm; 5 μm) 

 
A: Acetato de amonio  

(0.1 M) 
B: ACN 

Dns-Cl [211] 

4 ABs 
Leche y 
queso 

HPLC-DAD 
 

Isocrático 

Spherisorb ODS2 
(150 x 4.6 mm; 5 μm) 

 
ACN:H2O 
(80:20) 

Dns-Cl [212] 

8 ABs Queso 
HPLC-DAD 

 
Gradiente 

Nova-pak C18 
(150 x 3.9 mm; 4 μm) 

 
A: Acetato de amonio  

(0.1 M) 
B: ACN 

Dns-Cl [213] 
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Tabla 4. Métodos de determinación de ABs mediante cromatografía de líquidos. Los 
significados de las abreviaturas empleadas se encuentran en el Anexo I. 

 

Analitos Matriz 
Detección 

Elución 
Fase estacionaria 

Fase móvil 
Derivatizante Ref. 

8 ABs 
Pasta de 
gamba 

HPLC-DAD 
 

Gradiente 

Wondasil C18 
(250 x 4.6 mm) 

 
A: Acetato de amonio  

(0.1 M) 
B: ACN 

Dns-Cl [214] 

8 ABs Sidra 
UPLC-DAD 

 
Gradiente 

Zorbax Eclipse Plus C18 
(50 x 3 mm; 1.8 μm) 

 
A: ACN 

B: ACN:H2O (50:50) 

Dns-Cl [215] 

7 ABs Atún 
UPLC-FD 

 
Gradiente 

Acquity UPLC BEH C18 
(150 x 2.1 mm; 1.7 μm) 

 
A: H3PO4 (0.1%) 

B: ACN 
C: MeOH 

Dns-Cl [216] 

5 ABs Pollo 
HPLC-FD 

 
Gradiente 

Shimpack  
ISC-07/51504 Na 

(50 x 2.1 mm) 
 

A: Citrato de sodio  
(0.6 M)/ácido bórico  

(0.1 M; pH 10) 
B: ACN 

OPA [217] 

9 ABs Vino tinto 
HPLC-MS 

 
Gradiente 

C18 
(250 x 4.6 mm; 5 μm) 

 
A: MeOH (HFBA 10 mM) 
B:  H2O (HFBA 10 mM) 

Sin 
derivatizar 

[218] 

5 ABs 
Condimento 

de legumbres 

HPLC-DAD 
 

Gradiente 

ACE C18 
(250 x 4.6 mm) 

 
A: Acetato de amonio  

(0.1 M) 
B: ACN 

Dns-Cl [219] 
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• Cromatografía de gases 

La GC ha sido poco empleada para la determinación de ABs en matrices alimentarias, y 

normalmente se ha utilizado MS como sistema de detección. A pesar de ello, y como se ha 

indicado anteriormente, el paso de derivatización suele ser necesario para mejorar las 

características de volatilidad y polaridad de los analitos [136,143]. 

Desde 2018 hasta la actualidad, la GC tampoco ha sido muy explorada y solo se han 

encontrado tres métodos que hagan uso de la misma. En el primero de ellos, Espalha y col. [220] 

desarrollaron un método para la determinación de 8 ABs en muestras de pescado, empleando 

una columna MXT-200 (30 m) como fase estacionaria, y aire como gas portador, sin necesidad 

de derivatizar los analitos, empleando IMS (espectrometría de movilidad iónica, por sus siglas 

en inglés “Ionic Movility Spectrometer”) como detector. Por otra parte, Kamankesh y col. [221] 

y Wojnowski y col. [222] emplearon la GC acoplada a MS para la determinación de 4 ABs en 

muestras de pescado en conserva y 7 ABs en muestras de carne, respectivamente. En el método 

de Kamankesh y col. [221] la separación se realizó en una columna HP-5 MS (30 m), empleando 

helio como gas portador, y sin necesidad de derivatizar los analitos. Por su parte, en el método 

de Wojnowski y col. [222] se derivatizaron las ABs con una mezcla de cloroformiato de etilo y 

cloroformiato de isobutilo. La separación se realizó utilizando una columna Zebron ZB-5MS (30 

m x 0.25 mm; 0.25 μm), empleando helio como gas portador. 

 

• Otras técnicas cromatográficas 

Respecto al empleo de otras técnicas cromatográficas, destaca el empleo de 

cromatografía de intercambio iónico. Así, se han encontrado varios métodos que hacen uso de 

esta técnica para la determinación de diferentes ABs en diferentes matrices. Además, también 

se han encontrado algunos métodos que emplean la cromatografía en capa fina, así como 

cromatografía de inyección secuencial y de fluidos supercríticos. 

Rivoira y col. [223] determinaron 7 ABs en muestras de queso mediante cromatografía 

iónica con detección electroquímica, empleando un electrodo de oro. Wojciak y col. [224] 

emplearon esta misma técnica para comprobar la influencia del tiempo de sonicación durante 

la producción de carne de ternera seca y fermentada en la formación de 7 ABs. Hicieron uso de 

un analizador de aminoácidos, equipado con una columna de intercambio iónico (Ostion LG 

AAA8, 100.8 x 3.6 μm). Por su parte, Anderegg y col. [225] determinaron 4 ABs en muestras de 

salchichas fermentadas, empleando una columna IonPac CS18 (250 mm) para su separación. Por 
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otro lado, Jablonska-Rys y col. [226] y Kononiuk y col. [227], determinaron 7 y 4 ABs en muestras 

de champiñones y carne, respectivamente. Para ello hicieron uso de una columna Ostion LG 

AAA8 (100.8 x 3.6 μm), y derivatizaron los analitos con ninhidrina, detectando los derivados a 

570 nm. 

Cambiando de técnica, los grupos de Tan [228], Silva [229] y Zhang [230] emplearon la 

cromatografía en capa fina. Tan y col. [228] la usaron para la determinación de histamina en 

marisco, combinando la separación con espectrometría RAMAN, aplicando después redes 

neuronales artificiales para la predicción de las concentraciones del analito. Silva y col. [229] 

utilizaron la técnica para la determinación de 6 ABs en muestras de miel y productos derivados, 

derivatizando con Dns-Cl y detección fluorescente. Por último, Zhang y col. [230] modificaron la 

superficie de la capa fina con ninhidrina para la detección visual in situ de 8 ABs en marisco. 

Finalmente, Gama y col. [231] y Song y col. [232] emplearon cromatografía de inyección 

secuencial y cromatografía de fluidos supercríticos, respectivamente, para la determinación de 

ABs. En el primer caso [231] se determinaron 3 ABs en muestras de queso parmesano, sin 

necesidad de derivatizarlas ni utilizar disolventes. En el segundo [232], se separaron 9 ABs 

provenientes de la salsa de soja, empleando MS como detector.  

 

• Electroforesis capilar 

El empleo de CE está también ampliamente extendido para la determinación de ABs en 

matrices alimentarias, ya que permite lidiar con aquellos analitos que no son adecuados para la 

determinación por GC debido a su inestabilidad térmica. Los métodos de CE han demostrado su 

utilidad en caracterización de alimentos, control de calidad, monitorización de procesos y 

detección de contaminantes. Entre sus ventajas se encuentran su rapidez y sencillez, lo que 

genera separaciones más rápidas que LC y con una buena resolución, además de un bajo 

consumo de reactivos. Por otro lado, presenta menor sensibilidad que otras técnicas y mayores 

requerimientos de purificación de la muestra. Además, como se ha comentado anteriormente, 

suele ser necesario un paso previo de limpieza (en el caso de vino y cerveza normalmente es 

suficiente con el empleo de PVPP) y derivatización [136,142–145].  

Además de los métodos ya resumidos por los diferentes artículos de revisión, se ha 

encontrado un nuevo método de 2020 que emplea electroforesis capilar de zona con detección 

fotométrica para la determinación de 4 ABs en diversos alimentos [233]. En este trabajo se 
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derivatizaron los analitos empleando Dns-Cl, y se detectaron midiendo a 214 nm. La separación 

se realizó empleando un capilar de 40 cm x 75 μm. 

 

Técnicas electroquímicas 

Respecto a las técnicas electroquímicas, se han encontrado dos métodos que las emplean 

para la determinación de ABs. En el primero de ellos [234], se desarrolló un método para la 

determinación de histamina en muestras de pescado en conserva, mediante voltamperometría 

de onda cuadrada. Para ello, se empleó un electrodo impreso de grafeno. Los resultados fueron 

validados por HPLC, y se obtuvieron valores de 0.62 mg/L y 2.06 mg/L como LOD y LOQ, 

respectivamente. Además, se estudiaron las posibles interacciones de triptamina y tiramina, 

pero debido a sus bajas concentraciones en pescado, no se consideró que pudieran ser un 

problema en la determinación. En el segundo método [235], se empleó un electrodo 

termoplástico acoplado a microfluidos para la determinación de triptamina en muestras de agua 

y queso. Se hizo uso de la voltamperometría de onda cuadrada, y no fue necesaria la 

derivatización del analito, pero si su extracción. Las recuperaciones obtenidas oscilaron entre el 

87 y el 92%. 

 

Técnicas espectroscópicas 

Bettini y col. [236] desarrollaron un método para la determinación de histamina en 

bebidas mediante el empleo de SERS (espectrometría RAMAN aumentada en la superficie, por 

sus siglas en inglés “Surface Enhanced Raman Spectroscopy”), usando para ello un sustrato 

híbrido de nanopartículas de plata y celulosa. El método permite la determinación de 

concentraciones picomolares (10-12 M).  

Por otro lado, Shim y col. [237] emplearon la técnica de NIRS (espectroscopía de infrarrojo 

cercano, por sus siglas en inglés “Near-InfraRed Spectroscopy”) para la evaluación de la frescura 

de un tipo de pescado, en base a su contenido de cadaverina. Los resultados se compararon con 

los obtenidos mediante HPLC, obteniéndose una correlación de 0.98 – 0.99, lo que indica que el 

uso de esta técnica es un método fiable y rápido para la determinación de cadaverina en 

muestras de pescado. Fan y col. [238] emplearon NIR-HSI (infrarrojo cercano hiperespectral, por 

sus siglas en inglés “Near InfraRed HyperSpectral Imaging”) junto con el análisis de correlación 

bidimensional para la determinación rápida y no destructiva de ABs durante el almacenamiento 
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de carne de cordero. Los resultados demostraron un excelente coeficiente de predicción, por lo 

que podría tratarse de un método efectivo para la monitorización de estos analitos. 

Por último, Lapenna y col. [239] desarrollaron un método colorimétrico para la 

determinación de histamina en vino mediante el empleo de nanopartículas de oro. Las 

nanopartículas se conjugan con la histamina provocando un cambio de color notorio a simple 

vista, y fácilmente cuantificable mediante el empleo de un espectrofotómetro. Navarro y col. 

[240] también hicieron uso de una reacción colorimétrica para la determinación de putrescina y 

cadaverina en muestras de atún. La reacción se basa en la enzima DAO y el sistema ABTS. Los 

resultados obtenidos indican que esta reacción podría ser útil para la fabricación de sensores, 

ya que los resultados son buenos y selectivos, aun en presencia de otras ABs. Por su parte, Zhu 

y col. [241] desarrollaron un método colorimétrico y fluorescente para la determinación de ABs 

como cadaverina y putrescina en muestras de pescado, para su empleo como detector de 

posibles contaminaciones. Como reactivo se empleó un derivado de la cumarina, obteniéndose 

un bajo LOD y buenas recuperaciones. Finalmente, Li y col. [242] también desarrollaron un 

método colorimétrico, en este caso, para la determinación del contenido total de putrescina y 

cadaverina en muestras de productos acuáticos. La reacción se basa en el empleo de puntos de 

carbón dopados con hierro y cobalto, que actúan de forma similar a la enzima peroxidasa. Los 

resultados obtenidos son similares a los obtenidos por HPLC, y las recuperaciones obtenidas 

oscilaron entre el 98.2 y el 115.7%. 

 

Biosensores 

Los biosensores son dispositivos ampliamente empleados en la determinación de ABs en 

alimentos, debido a su rapidez, su fácil manejo, su alta sensibilidad y su relativo bajo coste. 

Además, permiten la monitorización dinámica continua y el uso in situ. Se trata de dispositivos 

muy específicos, que solo responden frente a sustratos específicos, lo que reduce el pre-

tratamiento de las muestras. Aunque existen varios tipos de biosensores, la mayoría se basan 

en la presencia de enzimas amino-oxidasas inmovilizadas. El empleo de ciertas enzimas 

concretas permite la determinación específica de una amina en particular, mientras que el uso 

de enzimas no específicas permite la obtención del contenido total de ABs. Existe una gran 

variedad de transductores empleados, siendo los más comunes los ópticos y los electroquímicos. 

Dentro de los segundos, se prefiere la detección potenciométrica a la amperométrica, ya que es 

más sensible [136,143–145]. Debido a su creciente importancia, varios autores han revisado los 

últimos avances en el empleo de los mismos [243–246]. 
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2.3. Aminoácidos 

Los aminoácidos (AAs) son una clase de compuestos orgánicos que presentan en su 

estructura un grupo amino y un grupo carboxilo. Se trata de las unidades básicas de las enzimas 

y otras proteínas, y poseen importantes papeles en diferentes procesos metabólicos [135,247]. 

Los AAs son muy importantes en la salud humana ya que son necesarios para la síntesis de 

proteínas, hormonas y algunos neurotransmisores. Además, los AAs tienen funciones 

relacionadas con el catabolismo de la mucosa intestinal, con los enterocitos y con los linfocitos, 

y son los precursores de los ácidos nucleicos y los nucleótidos [248]. Tanto cerveza como vino 

tienen en su composición AAs considerados como esenciales (aquellos que no pueden ser 

sintetizados por el cuerpo humano y que deben conseguirse mediante su ingesta). Sin embargo, 

debido a las concentraciones en las que se suelen encontrar en dichas matrices, no se considera 

que ni cerveza ni vino sean fuentes nutricionales de dichos analitos [134]. Por otro lado, y como 

se ha visto en el Apartado 2.2, también son los precursores directos de las ABs. En la Figura 8 se 

muestran las estructuras de los nueve AAs determinados en esta memoria, y se indica, en rojo, 

la AB generada por la descarboxilación de cada uno de ellos. Así mismo, en verde, y cuando 

procede, se indica el AA precursor. 

El vino es una matriz rica en AAs, con concentraciones que varían entre 10 y 2400 mg/L, 

representando más del 90% del nitrógeno de los mostos. Los AAs proceden de la proteólisis del 

zumo de uva durante el proceso de vinificación. Son un importante indicador de calidad, ya que 

su contenido está relacionado con características del proceso de fermentación, así como con el 

tipo de uva y su origen geográfico [135,247,248].  

El perfil y la concentración de AAs en el vino depende fuertemente de varios factores, 

como la variedad de uva, las prácticas de cultivo, el tipo de suelo, la climatología o el uso de 

fertilizantes basados en nitrógeno. En este último caso, además, afecta la forma en la que se 

encuentre el nitrógeno en el fertilizante, el tipo de aplicación, los tiempos, etc. El empleo de 

ciertos fungicidas en los viñedos, por su parte, reduce el contenido de los mismos. Por otro lado, 

los procesos enológicos llevados a cabo durante el proceso de vinificación también afectan a la 

concentración y tipo de AAs presentes en el vino final. Los factores con mayor importancia 

durante este proceso son la cepa y la variante de levadura empleada, la adición de diferentes 

nutrientes al mosto y el tiempo de envejecimiento. La concentración y perfil de los AAs no es 

constante durante la vinificación, y las cantidades pueden ir disminuyendo y/o aumentando a lo 

largo del proceso. Es común que la concentración de AAs disminuya durante la fermentación 

alcohólica, ya que los AAs sirven de sustrato para las levaduras. Esta disminución también se ha 
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comprobado durante la fermentación maloláctica, acompañada de un aumento de las ABs. Por 

otro lado, su concentración puede aumentar de nuevo con el paso del tiempo, debido a la 

proteólisis y autolisis de las levaduras. Además, los tratamientos térmicos también pueden 

afectar [29,248]. 

 

 

Figura 8. Estructuras químicas de los nueve aminoácidos determinados en esta memoria. En 

rojo se indica la amina biógena que genera su descarboxilación. En verde se indica el 

aminoácido del que provienen, si procede. 
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Su función principal durante el proceso de fermentación es servir de sustento a las 

levaduras, formando, junto con el amonio, el nitrógeno asimilable por las levaduras (YAN, por 

sus siglas en inglés “Yeast Assimilable Nitrogen”), ya que las proteínas y los péptidos de cadena 

larga no son metabolizados por las mismas. Como sustento de las levaduras, los AAs contribuyen 

a las propiedades organolépticas, la estabilidad microbiana y el flavor del vino. Aunque los AAs 

en sí no son volátiles, sí que juegan un papel importante en las características organolépticas del 

vino, ya que son precursores de importantes compuestos volátiles, que pueden formarse 

durante el metabolismo enzimático de las levaduras o durante la fermentación alcohólica. 

Algunos de estos metabolitos secundarios son alcoholes superiores, ésteres de etilo, 

compuestos carbonílicos, ácidos grasos volátiles, fenoles, lactonas y compuestos azufrados. 

Además, los AAs que quedan libres tras la finalización de la fermentación también pueden llegar 

a afectar al sabor de la bebida final cuando se encuentran en altas concentraciones, otorgando 

notas amargas, dulces o ácidas, dependiendo del AA en cuestión [29,135,247,248]. Por otro 

lado, los AAs están relacionados con la formación de compuestos indeseables como las ABs 

(como se ha visto en el Apartado 2.2), la urea y el carbamato de etilo, por lo que su 

concentración en el mosto tiene una gran importancia en la concentración final de ABs en el 

vino [29].  

La cerveza, por su parte, contiene una mayor cantidad y un perfil más amplio de 

compuestos nitrogenados que el vino, aunque una gran parte se metaboliza durante los 

procesos de cocción y fermentación. El contenido total de nitrógeno en la cerveza oscila entre 

300 y 4000 mg/L, donde los AAs pueden llegar a representar hasta el 15% [140]. Los AAs 

proceden principalmente de la proteólisis de las proteínas de la cebada y de las levaduras 

presentes en el medio. La función de los AAs en el mosto es la de proporcionar sustento a las 

levaduras para que puedan crecer (mediante la síntesis de proteínas) y realizar sus rutas 

metabólicas. Dependiendo de la facilidad que tengan las levaduras para su asimilación, los AAs 

se dividen en cuatro grupos, desde los que se asimilan inmediatamente, hasta los que no se 

asimilan nunca o casi nunca, como es el caso de la prolina. Dentro de estos grupos, los AAs 

pertenecientes a los grupos 2 y 3 (asimilación media) son los que tienen mayor influencia en la 

calidad final de la cerveza, aunque los residuos de prolina (grupo 4), pese a su dificultad para 

asimilarse, también ayudan a producir diferentes compuestos aromáticos que pueden 

influenciar el aroma de la bebida final. El metabolismo de los AAs asimilados depende de la fase 

y las condiciones de la fermentación, de la cantidad total presente y de la cepa de levadura 

empleada. El perfil de AAs no afecta al crecimiento de las levaduras en sí, pero tiene efecto en 
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el sabor de la cerveza final, ya que su metabolismo produce diferentes compuestos volátiles de 

gran importancia organoléptica [22,140,249–252]. 

La degradación de los AAs puede darse a lo largo de todo el proceso de elaboración de la 

cerveza, a través de diferentes rutas metabólicas. Durante la molienda es de gran importancia 

tanto la reacción de Maillard como la degradación de Strecker. La reacción de Maillard consiste 

en una serie de reacciones químicas que comienzan con la adición de un azúcar a un compuesto 

nitrogenado, generando finalmente una pigmentación no enzimática, que afectará al color de la 

cerveza, produciendo las llamadas maltas oscuras. La formación de los distintos compuestos 

aromáticos y saborizantes durante esta reacción depende de varios factores (por ejemplo, 

temperatura, pH, contenido de agua y tiempo de reacción), pero el factor más importante es el 

perfil de AAs y azúcares presentes en el mosto. Los productos de la reacción de Maillard más 

importantes en la cerveza son furfural y 5-hidroximetilfurfural, que presentan aromas amargos 

y vínicos, así como aromas a cartón y pepino, respectivamente. Durante el proceso de molienda, 

también se lleva a cabo la degradación de Strecker, reacción durante la cual se forman muchos 

compuestos volátiles denominados aldehídos de Strecker, y que está basada en una 

trasaminación entre un AA y un compuesto dicarbonílico. Los compuestos aromáticos formados 

tienen diferentes aromas, normalmente frutales, florales o almendrados [250]. 

Por otro lado, el proceso de fermentación también depende de la concentración y perfil 

de compuestos nitrogenados. Como en el caso del vino, los AAs representan la mayor fuente de 

nitrógeno asimilable por las levaduras. En el caso de la cerveza, el tipo de fermentación (alta o 

baja) afectará a la cantidad de AAs asimilados, siendo mayor la asimilación en las cervezas de 

fermentación alta, que presentan, por ejemplo, una mayor concentración de ésteres. Esto se 

debe a que la temperatura del proceso de fermentación afecta de forma importante a la 

actividad metabólica de las levaduras, provocando que los compuestos de aroma sintetizados 

sean diferentes. Por tanto, las concentraciones de AAs dependerán de la cepa de levadura 

empleada. Normalmente, las cepas que usan una mayor cantidad de YAN generan aromas y 

sabores más picantes, mientras que aquellas que emplean una menor concentración dan lugar 

a aromas más dulces y con notas azufradas en la bebida final. Por otro lado, unos niveles de YAN 

excesivamente altos pueden asociarse con la producción de olores indeseables, como diacetilo 

y algunos alcoholes superiores como alcohol isoamílico, propanol e isobutanol. El metabolismo 

de los AAs es esencial para la síntesis de los compuestos aromáticos de la cerveza, siendo el 80% 

de los mismos sintetizados durante el metabolismo de las levaduras en el proceso fermentativo. 
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Los compuestos aromáticos de mayor importancia producidos durante este proceso son los 

alcoholes superiores, los ésteres, las cetonas y los compuestos azufrados [250,251,253]. 

 

2.3.1. Antecedentes bibliográficos de la determinación de aminoácidos 

Los AAs son analitos muy importantes, tanto a nivel nutricional como fisiológico, por lo 

que existe un gran número de métodos desarrollados para su determinación en diferentes 

matrices, y empleando diferentes técnicas analíticas. Debido a este gran número de métodos, 

la revisión se ha realizado sobre los desarrollados en la última década. Por otro lado, y dado que 

la determinación de los AAs que se ha llevado a cabo en esta memoria ha sido conjuntamente 

con la determinación de ABs, la revisión bibliográfica de los antecedentes de estos analitos se 

ha centrado en aquellos métodos que determinan AAs y ABs de forma conjunta en matrices 

alimentarias.  

 

Técnicas separativas 

En general, la gran mayoría de los métodos que determinan conjuntamente AAs y ABs en 

muestras alimentarias hacen uso de la cromatografía líquida de alta resolución. Los métodos 

encontrados se resumen en la Tabla 5. Como puede comprobarse, casi todos los métodos 

emplean columnas C18 como fases estacionarias, mientras que la fase móvil suele estar formada 

por ACN y/o MeOH como disolvente orgánico, y tampón acetato como fase acuosa. Sin 

embargo, hay algunos métodos que emplean otras fases acuosas tales como formiato de 

amonio, ácido fórmico diluido, tampón fosfato o simplemente agua. Respecto a la 

derivatización, el 90% de los métodos derivatizan los analitos para su determinación. El 

derivatizante más empleado para la determinación conjunta de AAs y ABs es 

dietoximetilenmalonato (DEEMM; más del 40% de los métodos encontrados), seguido por Dns-

Cl y OPA. El detector más empleado ha sido DAD, aunque también hay métodos que emplean 

FD o MS.  

Las muestras sobre las que se han realizado estos análisis han sido principalmente vino, 

cerveza y otros productos fermentados, aunque también se han analizado diferentes frutas, 

carnes y verduras. 
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Tabla 5. Métodos de determinación conjunta de AAs y ABs mediante cromatografía de 
líquidos. Los significados de las abreviaturas empleadas se encuentran en el Anexo I. 

 

Analitos Matriz 
Detección 

Elución 
Fase estacionaria 

Fase móvil 
Derivatizante Ref. 

23 AAs 
 

6 ABs 
Vino 

HPLC-DAD 
 

Gradiente 

Nova-Pak C18  
(300 x 3.9 mm; 4 μm) 

 
A: Tampón acetato  
(25 mM; pH 5.65) 

B: ACN:MeOH (80:20) 

DEEMM [254] 

24 AAs  
 

ABs 

Vino, fruta y 
miel 

HPLC-FD 
 

Gradiente 

Equisil 
(250 x 3 mm) 

 
A: Tampón acetato  

(0.05 M; pH 6.5):MeOH 
(95:5) 

B: MeOH:ACN (70:30) 

OPA + NAC [255] 

4 AAs 
 

4 ABs 

Salami, 
cerveza y 
almejas 

HPLC-DAD 
 

Gradiente 

LiChrospher C18 
(250 x 4 mm; 5 μm) 

 
A: ACN 

B: Formiato de amonio 
(9 mM; pH 3.40) 

Dns-Cl [256] 

23 AAs 
 

7 ABs 

Cerveza, 
queso y 

salchichas 

HPLC-MS 
 

Gradiente 

Acquity 
(100 x 2.1 mm; 1.7 μm) 

 
A: H2O (0.1% HFo) 
B: ACN (0.1% HFo) 

Dns-Cl [257] 

19 AAs 
 

8 ABs 
Vino 

HPLC-FD 
 

Gradiente 

Spherisorb ODS2 
(150 x 4.6 mm; 5 μm) 

 
A: Acetato de sodio  

(75 mM; pH 7.2; 
 0.018% TEA; 0.3% THF) 

B: H2O:MeOH:ACN 
(20:40:40) 

OPA [258] 

3 AAs 
 

2 ABs 

Productos 
derivados de 

gambas 

HPLC-DAD 
 

Gradiente 

Chromsep SS C18 
(150 x 4.6 mm; 5 μm) 

 
A: THF:MeOH:tampón 

fosfato (10 mM) (1:8:91) 
B: MeOH:tampón 

fosfato (10 mM) (80:20) 

OPA [259] 
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Tabla 5. Métodos de determinación conjunta de AAs y ABs mediante cromatografía de 
líquidos. Los significados de las abreviaturas empleadas se encuentran en el Anexo I. 

 

Analitos Matriz 
Detección 

Elución 
Fase estacionaria 

Fase móvil 
Derivatizante Ref. 

17 AAs 
 

8 ABs 
Vino 

HPLC-FD 
 

Gradiente 

Waters AccQTag C18 
(150 x 3.9 mm) 

 
A: Tampón fosfato  

(0.02 M; pH 7.3):MeOH 
:THF (91.5:8:0.5) 

B: Tampón fosfato  
(0.02 M; pH 7.3):MeOH 

(20:80) 

OPA [260] 

22 AAs 
 

7 ABs 
Queso 

UPLC-DAD 
 

Gradiente 

Acquity UPLC BEH C18 
(100 x 2.1 mm; 1.7 μm)  

 
A: Tampón acetato  

(25 mM; pH 6.7;  
0.02% NaN3) 

B: MeOH 
C: ACN 

DEEMM [261] 

17 AAs 
 

5 ABs 
Vino 

HPLC-DAD 
 

Gradiente 

ACE HPLC  
(250 x 4.6 mm; 5 μm) 

 
A: Tampón acetato  

(25 mM; pH 5.8;  
0.02 g/L NaN3) 

B: ACN:MeOH (80:20) 

DEEMM [262] 

23 AAs 
 

10 ABs 
Vino 

UPLC-DAD 
 

Gradiente 

Zorbax SB-C18 
(50 x 3 mm; 1.8 μm) 

 
A: Tampón acetato  

(25 mM; pH 5.8; 
0.02% NaN3) 

B: ACN 

DEEMM [263] 

16 AAs 
 

7 ABs 
Vino 

HPLC-MS 
 

Gradiente 

Phenomenex Kinetex  
XB-C18 

(100 x 3 mm; 2.6 μm) 
 

A: ACN 
B: HFo aq. (0.1%) 

Sin 
derivatizar 

[264] 

1 AA 
 

7 ABs 

Arroz  
integral 

HPLC-DAD 
 

Gradiente 

SB C18 
(50 x 2.1 mm) 

 
A: H2O 

B: MeOH 

2-Hidroxi-1-
naftaldehído 

[265] 
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Tabla 5. Métodos de determinación conjunta de AAs y ABs mediante cromatografía de 
líquidos. Los significados de las abreviaturas empleadas se encuentran en el Anexo I. 

 

Analitos Matriz 
Detección 

Elución 
Fase estacionaria 

Fase móvil 
Derivatizante Ref. 

17 AAs 
 

9 ABs 
Vino 

HPLC-DAD 
 

Gradiente 

5 C18-HL 
(250 x 4.6 mm; 5 μm) 

 
A: Tampón acetato 
(0.025 M; pH 5.8) 

B: ACN 

DEEMM [266] 

20 AAs 
 

11 ABs 
Vino 

HPLC-FD 
 

Gradiente 

Phenomenex Gemini 
C18 110A 

(150 x 4.6 mm; 3 μm) 
 

A: Tampón acetato:ACN 
(80:20; pH 4.1) 

B: ACN 

Dns-Cl [267] 

22 AAs 
 

11 ABs 
Vinagre 

HPLC-DAD 
 

Gradiente 

Nova-Pak C18 
(300 x 3.9 mm; 4 μm) 

 
A: Tampón acetato  
(25 mM; pH 5.65) 

B: ACN:MeOH (80:20) 

DEEMM [268] 

8 AAs 
 

9 ABs 

Varios 
alimentos 

UPLC-MS 
 

Gradiente 

SB C18 
(50 x 2.1 mm; 1.8 μm) 

 
A: ACN:H2O  

(5:95; 0.1% HFo) 
B: ACN (0.1% HFo) 

Cloruro de 
4’-carbonil-
rosamina 

(CCR) 

[269] 

21 AAs 
 

6 ABs 
Queso 

HPLC-DAD 
 

Gradiente 

Zorbax Eclipse XDB C18 
(250 x 4.6 mm; 5 μm) 

 
A: Tampón acetato  

(25 mM; pH 5.8; 
0.02% NaN3) 

B: ACN:MeOH (80:20) 

DEEMM [270] 

4 AAs 
 

4 ABs 
Vino tinto 

HPLC-DAD 
 

Gradiente 

Spherisorb S5 ODS2 C18 
(250 x 4.6 mm) 

 
A: Tampón fosfato  
(9.0 mM; pH 3.5) + 
heptanosulfonato  

(8.3 mM) 
B: Alcohol metílico 

Sin 
derivatizar 

[271] 
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Tabla 5. Métodos de determinación conjunta de AAs y ABs mediante cromatografía de 
líquidos. Los significados de las abreviaturas empleadas se encuentran en el Anexo I. 

 

Analitos Matriz 
Detección 

Elución 
Fase estacionaria 

Fase móvil 
Derivatizante Ref. 

20 AAs 
 

8 ABs 

Puré de 
fresas 

HPLC-DAD 
 

Gradiente 

LiChrospher 100 RP-18 
(250 x 4.6 mm; 5 μm) 

 
A: Tampón acetato  

(25 mM; pH 5.8;  
0.02% NaN3) 

B: ACN:MeOH (80:20) 

DEEMM [272] 

23 AAs 
 

7 ABs 

Vinos de 
diferentes 

frutas 

HPLC-DAD 
 

Gradiente 

XBP-C18 
(250 x 4.6 mm; 5 μm) 

 
A: Tampón acetato  

(25 mM; pH 5.8;  
0.02% NaN3) 

B: ACN:MeOH (4:1) 

DEEMM [273] 

2 AAs 
 

9 ABs 
Coliflor 

UPLC-DAD 
 

Gradiente 

Ace 5 C18 
(250 x 4.6 mm; 5 μm) 

 
A: ACN 

B: ACN:H2O (50:50) 

Dns-Cl [274] 

23 AAs 
 

7 ABs 

Cerveza 
artesana 

HPLC-DAD 
 

Gradiente 

Zorbax Eclipse XDB C18 
(250 x 4.6 mm; 5 μm) 

 
A: Tampón acetato  

(25 mM; pH 5.8;  
0.02% NaN3) 

B: ACN:MeOH (4:1) 

DEEMM [275] 

4 AAs 
 

4 ABs 
Vino 

HPLC-DAD 
 

Gradiente 

Spherisorb S5 ODS2 
(250 x 4.6 mm; 5 μm) 

 
A: Heptasulfonato de 

sodio (8.3 mM) + KH2PO4 
(9 mM); pH 3.5 

B: MeOH 

Sin 
derivatizar 

[276] 

16 AAs 
 

1 AB 
Champiñones 

UPLC-DAD 
 

Gradiente 

CSH C18 
(50 x 2.1 mm; 1.7 μm) 

 
A: Acetato de sodio  
(0.01 M; pH 4.80) 

B: ACN 

AQC [277] 

10 ABs 
 

17 AAs 
Champiñones 

UPLC-DAD 
 

Gradiente 

CSH C18 
(50 x 2.1 mm; 1.7 μm) 

 
A: Acetato de sodio  

(0.01 M; pH 4.8) 
B: ACN 

AQC [278] 
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Tabla 5. Métodos de determinación conjunta de AAs y ABs mediante cromatografía de 
líquidos. Los significados de las abreviaturas empleadas se encuentran en el Anexo I. 

 

Analitos Matriz 
Detección 

Elución 
Fase estacionaria 

Fase móvil 
Derivatizante Ref. 

8 AAs 
 

9 ABs 

Verduras 
fermentadas 

HPLC-MS 
 

Gradiente 

Waters C18 
(100 x 2.1 mm; 1.6 μm) 

 
A: H2O:ACN (90:10;  

1% HFO; 5 mM formiato 
de amonio) 

B: ACN:H2O (90:10;  
1% HFo; 5 mM formiato 

de amonio) 

Dns-Cl [279] 

2 AAs 
 

3 ABs 

Chocolate y 
licor de 
cacao 

UPLC-MS 
 

Gradiente 

UPLC HSS T3 
(100 x 2.1 mm; 1.8 μm) 

 
A: H2O (HFo 0.1%) 
B: ACN (HFo 0.1%) 

Sin 
derivatizar 

[280] 

3 AAs 
 

7 ABs 

Leche y 
queso 

HPLC-DAD 
 

Gradiente 

Zorbax Eclipse XDB C18 
(250 x 4.6 mm; 5 μm) 

 
A: Acetato de sodio  
(50 mM; pH 8.75;  

0.02% NaN3) 
B: ACN:MeOH (80:20) 

DEEMM [281] 

HIM y HIS Pescado 
HPLC-FD 

 
Isocrático 

MetroSep C4 
(150 x 4 mm; 5 μm) 

 
HNO3 aq. (7 mM) 

OPA [282] 

 

Por otro lado, se han encontrado dos métodos que determinan conjuntamente ambos 

tipos de analitos empleando otras técnicas separativas. Rabie y col. [283] estudiaron la evolución 

de 22 AAs y 6 ABs durante el almacenaje de salchichas preparadas a partir de diferentes tipos 

de carne (caballo, ternera y pavo). Los analitos fueron extraídos y cuantificados empleando un 

analizador de aminoácidos, equipado con una columna de intercambio iónico (Watrex Polymer 

8 Ion Exchange; 200 x 37 mm). La detección de los mismos se realizó a 570 y 440 nm (para AAs 

y ABs, respectivamente), tras su derivatización con ninhidrina. Por su parte, Anderegg y col. 

[284] estudiaron el efecto de la concentración de sal sobre la producción de tiramina y la 

inhibición de las bacterias que degradan la tirosina, sobre un modelo sintético de queso. Para 

ello hicieron uso de la cromatografía iónica, empleando una columna IonPac CS18 (250 x 2 mm), 

y con un gradiente de fase móvil formado por ácido metanosulfónico y H2O, sin necesidad de 

derivatizar los analitos.  
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Por otro lado, no se ha encontrado ningún método que emplee otras técnicas separativas 

(cromatografía de gases y electroforesis capilar) para la determinación conjunta de ambos tipos 

de analitos en matrices alimentarias.  

 

Técnicas espectroscópicas 

Se han encontrado cuatro métodos que hacen uso de técnicas espectroscópicas, 

concretamente, RMN, para la determinación de AAs y ABs en matrices alimentarias. Los estudios 

incluían más analitos aparte de AAs y ABs ya que el objetivo era estudiar los cambios en el perfil 

metabólico producidos en el almacenamiento de diferentes alimentos. Shumilina y col. [285] 

estudiaron los cambios en la calidad de salmón y productos derivados durante su 

almacenamiento, empleando para ello diferentes técnicas de RMN. Los datos obtenidos se 

trataron estadísticamente y permitieron determinar los principales procesos que ocurren 

durante el almacenamiento de estos productos. Además, la concentración de ABs fue empleada 

como índice de frescura de los mismos. Por su parte, Cheol Kim y col. [286] emplearon la técnica 

de 2D q-RMN (resonancia magnética nuclear cuantitativa bi-dimensional, por sus siglas en inglés 

“2D Quantitative-Nuclear Magnetic Resonance”) para determinar los cambios metabólicos en la 

corteza de carne de ternera seca a lo largo del tiempo. La aplicación de diferentes herramientas 

multivariantes permitió la clasificación de las muestras en base al método, grado y tipo de 

cocción. Hee Chun y col. (Chun et al., 2020) estudiaron el efecto de la concentración de sal 

durante el proceso de fermentación del doenjang, un producto tradicional coreano. El análisis 

metabólico se realizó empleando 1H-RMN, y se comprobó que las diferentes concentraciones 

de sal afectaban al pH y a la abundancia de bacterias y hongos, por lo que afectaban a las 

concentraciones de ABs. Los AAs, por su parte, no se vieron afectados. Por último, Lou y col. 

[287] analizaron los cambios metabólicos producidos durante el almacenamiento de muestras 

de pescado inoculadas con dos cepas de Shewanella baltica. El análisis permitió determinar un 

total de 39 metabolitos, así como las diferencias provocadas por cada cepa.  
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3. HERRAMIENTAS QUIMIOMÉTRICAS EMPLEADAS 

Actualmente, y cada vez de forma más habitual, se están aplicando herramientas 

quimiométricas a la resolución de problemas analíticos. El empleo de este tipo de herramientas 

permite tanto la clasificación como la cuantificación de mezclas de analitos. En este segundo 

caso, además, no hay necesidad de separación previa de los mismos, incluso aunque las señales 

producidas por los mismos estén solapadas. De este modo, se pueden emplear técnicas 

analíticas más sencillas y económicas, lo que se traduce en un ahorro de tiempo y recursos, así 

como en un mayor respeto al medio ambiente, en comparación con las técnicas separativas 

tradicionales [288]. En la Figura 9 se resumen las herramientas quimiométricas empleadas 

durante el desarrollo de esta memoria. 

 

Figura 9. Esquema de las herramientas quimiométricas empleadas a lo largo de esta memoria. 

Antes de pasar a describir las herramientas quimiométricas empleadas en los trabajos 

incluidos en esta memoria, se van a introducir algunos conceptos generales relacionados con los 

conjuntos de muestras empleados y el tipo de datos que pueden ser analizados mediante estas 

herramientas.  
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Respecto a los diferentes conjuntos de muestras empleados por las técnicas 

quimiométricas, se diferencian tres tipos: el conjunto de muestras de calibración o 

entrenamiento, el conjunto de muestras de validación o test y el conjunto de muestras reales. 

El conjunto de muestras de calibración está formado por muestras conocidas en base a las cuales 

se establece la relación entre la concentración/clase del analito y las señales obtenidas. Las 

muestras de validación o test son muestras preparadas de forma similar a las del conjunto de 

calibración, cuya concentración/clase también es conocida. Se emplean para evaluar la bondad 

del modelo de calibración construido. Por último, en el conjunto de muestras reales aparecerán 

interferencias procedentes de la matriz y otros compuestos. El caso ideal es conocer la 

concentración/clase de estas muestras mediante el empleo de un método analítico de 

referencia. De esta forma, se podrán comparar los resultados obtenidos y comprobar si el 

modelo construido es aceptable para su aplicación en muestras similares [288].  

Por otro lado, los tipos de datos con los que se puede trabajar en quimiometría se 

clasifican en base a su orden, es decir, el número de dimensiones que presentan para cada 

muestra individual (Figura 10). Así, encontramos [289]: 

• Datos de orden cero o de una vía: para cada muestra se obtiene un solo valor 

(rectas de calibrado típicas, en las que a cada concentración X le corresponde una 

señal Y). 

 

• Datos de primer orden o de dos vías: para cada muestra se obtiene un vector de 

datos. Son datos de este tipo los espectros y los cromatogramas, por ejemplo. 

 

• Datos de segundo orden o de tres vías: para cada muestra se obtiene una matriz 

de datos, es decir, datos registrados en dos dimensiones. Algunos ejemplos son 

las matrices de excitación-emisión, las reacciones cinéticas seguidas por 

fotometría o el registro de espectros durante la obtención de un cromatograma. 

 

• Datos de tercer orden o cuatro vías: en este caso, para cada muestra se obtiene 

un cubo de datos. Esto puede conseguirse, por ejemplo, mediante el registro de 

matrices de excitación-emisión a lo largo de una reacción cinética. 
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Figura 10. Representación gráfica de los diferentes órdenes de magnitud de los datos 

empleados en calibración uni y multivariante. 

Los datos, además, pueden clasificarse también en base a su linealidad. Los datos de 

primer orden y superior se denominan bilineales cuando el número de componentes principales 

coincide con el número de factores de variabilidad. Al aumentar el rango de los datos, los datos 

de segundo orden o superior se diferencian en datos trilineales y no trilineales. Los datos 

trilineales son aquellos en los que, además de cumplirse la condición de bilinealidad, al pasar de 

una muestra a otra, la forma de las matrices no varía, solo la intensidad (es decir, los perfiles de 

los constituyentes son iguales y solo varía la concentración de los mismos). Este tipo de datos es 

común al trabajar con matrices de excitación-emisión, pero no suele aparecer al trabajar con 

cromatografía, electroforesis capilar o voltamperometría. Por su parte, los datos no trilineales 

se clasifican en tres tipos. Los datos no trilineales pero que cumplen la condición de bilinealidad 

se diferencian en datos no trilineales de Tipo I y II, según tengan uno o dos modos en los que se 

rompe la trilinealidad, respectivamente. Los datos no trilineales de Tipo III son aquellos en los 

que ni siquiera se cumple la condición de bilinealidad [290,291].  

Tras esta pequeña descripción de los conceptos básicos, se explican brevemente los 

algoritmos empleados en los trabajos incluidos en esta memoria. La exposición de los mismos 

se realiza de forma general, sin incluir las expresiones matemáticas en los que se basan, que se 

encuentran descritas en la bibliografía empleada. Se han diferenciado las herramientas 

empleadas con fines clasificatorios de aquellas con fines de cuantificación. Además, se ha 

incluido la descripción del test empleado para comprobar la bondad de los diferentes modelos 

predictivos construidos. 
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3.1. Comprobación de la bondad de los modelos predictivos 

Para la comprobación de la bondad de los modelos predictivos propuestos en los trabajos 

descritos en esta memoria se ha empleado la Región Elíptica de Confianza Conjunta o EJCR (por 

sus siglas en inglés “Elliptical Joint Confidence Region”). La EJCR es un test para comprobar la 

exactitud de un método, ya sea comparando los resultados obtenidos con los valores nominales 

o con los valores obtenidos mediante un método de referencia. Se trata de un test de gran 

precisión y que permite comparar diferentes métodos. Se realiza mediante una regresión por 

mínimos cuadrados, por lo que podría considerarse como un algoritmo de orden cero. 

De forma ideal, al comparar los resultados obtenidos con los valores nominales o de 

referencia, la pendiente debería ser unitaria y la ordenada en el origen, cero. Antiguamente, 

estos valores se comparaban de forma independiente, pero se comprobó que aparecían errores 

debido a que ambos están correlacionados. Por esta razón, se desarrolló la EJCR, que tiene en 

cuenta ambos parámetros a la vez. En la misma gráfica de la EJCR se señala el punto ideal (1, 0). 

Si éste está incluido dentro de la elipse, las concentraciones predichas por el método que está 

siendo analizado son buenas; tanto más, cuanto más pequeña y estrecha sea la elipse. Si por el 

contrario el punto ideal queda fuera de la elipse, las concentraciones predichas no poseen una 

exactitud aceptable respecto a los valores nominales o de referencia. En la Figura 11 se 

describen los diferentes tipos de elipses que se pueden obtener al aplicar este test. 

 

Figura 11. Ejemplos de distintos tipos de elipses obtenidas mediante EJCR. En naranja, elipse 

exacta y precisa; en verde, exacta pero imprecisa; en morado, precisa pero inexacta; y en azul, 

inexacta e imprecisa. El punto negro indica el punto ideal (1, 0).  
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La comparación de los datos en base a la EJCR hace uso de diferentes métodos según el 

tipo de datos con los que estemos trabajando [292]: 

• Mínimos cuadrados ordinarios u OLS (por sus siglas en inglés “Ordinary Least 

Squares”): se emplea cuando se trabaja con datos homocedásticos, es decir, 

aquellos que poseen una varianza aproximadamente constante y similar. Se 

asume, por tanto, que la incertidumbre asociada a los datos obtenidos por ambos 

métodos es muy pequeña. 

 

• Mínimos cuadrados ponderados o WLS (por sus siglas en inglés “Weighted Least 

Squares”): se emplea cuando los datos no son homocedásticos, y la desviación 

estándar no es constante entre diferentes muestras. Un ejemplo podría ser la 

comparación de la precisión de un método analítico con valores nominales o de 

materiales de referencia, por lo que solo se dispondría de las desviaciones de las 

medidas realizadas con el método que se está analizando. En este caso se asume 

que no existe incertidumbre en los valores nominales o de referencia, aunque es 

más correcto decir que la incertidumbre asociada a estos valores es 

significativamente menor que la asociada a los valores obtenidos por el nuevo 

método analítico. 

 

• Mínimos cuadrados bilineales o BLS (por sus siglas en inglés “Bilinear Least 

Squares”): se emplea cuando los datos son heterocedásticos en ambos ejes, como 

cuando se compara la precisión de un método frente a un método de referencia, 

por lo que hay que tener en cuenta la incertidumbre de ambos.   

 

3.2. Algoritmos empleados con fines clasificatorios 

3.2.1. Análisis de Componentes Principales 

 El Análisis de Componentes Principales o PCA (por sus siglas en inglés “Principal 

Components Analysis”) es una de las herramientas quimiométricas más empleadas. Sus usos 

más extendidos son la clasificación de muestras y la reducción de la dimensionalidad de los 

datos, siendo también bastante común su empleo como paso previo de varios métodos 

multivariados de análisis de datos. Se trata de una técnica no supervisada, es decir, su objetivo 

no es predecir una respuesta, sino extraer información del conjunto de datos.  
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Conceptualmente, PCA consiste en reducir un número elevado de variables, más o menos 

correlacionadas, obteniendo un número inferior de variables ortogonales entre sí (es decir, no 

correlacionadas), que contienen la información principal del sistema, eliminando la información 

redundante y reduciendo la contribución del ruido. La definición de PCA puede realizarse 

geométrica y matemáticamente. 

Geométricamente, PCA crea un nuevo espacio de coordenadas, en el que los nuevos ejes 

(ortogonales entre sí y denominados componentes principales o CP) son combinaciones lineales 

de las variables iniciales. Así pues, el primer CP será aquella combinación de las variables iniciales 

(que se corresponderá con una dirección en el nuevo espacio de coordenadas) que explique la 

máxima variabilidad. El segundo CP será otra combinación de variables iniciales que genere una 

dirección perpendicular a la primera, y que explique la máxima variabilidad una vez extraída la 

explicada por el primer componente, y así sucesivamente. Estos nuevos ejes se definen en base 

a sus loadings y scores. Los primeros son los cosenos de los ángulos que forman con los ejes 

antiguos; mientras que los segundos son las coordenadas de las muestras en los nuevos ejes. 

Por otra parte, desde el punto de vista matemático, PCA consiste en la descomposición 

de una matriz de datos X en las matrices T (matriz de scores) y P (matriz de loadings), más una 

matriz E de residuales de X. Aunque para tener una reproducción perfecta de la matriz X se 

necesitarían todos los vectores de T y P, se puede obtener una representación adecuada de X 

con un número de vectores menor, ya que la información relevante está contenida en los 

primeros componentes. 

Por último, hay que tener en cuenta que no existe una solución única que determine los 

loadings. Una vez obtenido el nuevo espacio de coordenadas y reducido la dimensionalidad de 

los datos, cuando el sistema es demasiado complejo o la interpretación de PCA es complicada, 

se puede reducir aún más la dimensionalidad y simplificar la interpretación mediante la rotación 

de dichos ejes, que consiste en multiplicar la matriz P por una matriz ortogonal. Existen varios 

métodos para ello, pero uno de los más empleados y el usado en esta memoria es el método 

Varimax. Este método consiste en la rotación ortogonal de los componentes principales, para 

minimizar el número de variables que tienen altas cargas en cada factor y maximizar el número 

de variables que tienen pesos casi nulos, tendiendo así a asimilar cada eje con una o pocas 

variables. De esta forma, se simplifica la interpretación de los componentes principales 

[293,294].  
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3.2.2. Análisis Clúster 

El Análisis Clúster (CA, por sus siglas en inglés “Cluster Analysis”) es un conjunto de 

técnicas multivariantes no supervisadas cuyo objetivo es agrupar datos en base a sus 

características, de forma que los datos de cada grupo sean lo más similares entre sí, y los grupos, 

lo más diferentes entre sí. El CA puede dividirse en dos tipos de modelos: modelos no 

jerarquizados y modelos jerarquizados.  

Los modelos no jerarquizados son aquellos que permiten la clasificación de los datos en 

grupos o clústeres independientes previamente establecidos. En esta memoria se ha empleado 

el modelo k-means, en el que el prototipo de cada grupo se denomina centroide y se define 

como el valor medio de los datos asignados a dicho grupo. Los datos se van incluyendo en los 

grupos buscando minimizar la varianza residual dentro del mismo. 

Los modelos jerarquizados, por su parte, son aquellos métodos en los que se parte de los 

datos individuales, que se van agrupando en base a sus similitudes, hasta formar un único grupo. 

Existen varios modelos jerarquizados, pero el empleado en esta memoria es el método de Ward, 

que consiste en minimizar la varianza intra-grupos. Así, se van creando los grupos mediante la 

unión de aquellos datos individuales que minimicen el incremento en la suma de dichas 

varianzas. Como resultado de este modelo se puede obtener un dendrograma. 

Tanto los modelos no jerarquizados como los jerarquizados permiten la obtención de un 

perfil de clases, en el que se pueden identificar aquellas variables que más influencia tienen en 

la clasificación de los datos [295,296]. 

 

3.2.3. Análisis Discriminante 

El Análisis Discriminante o DA (por sus siglas en inglés “Discriminant Analysis”) es una 

técnica multivariante cuyo objetivo es obtener una función capaz de clasificar a un nuevo dato 

a partir de los valores de ciertas variables discriminantes. Cada grupo posee la varianza mínima 

dentro del mismo, y el máximo de heterogeneidad posible con el resto de grupos. Se pretende, 

por tanto, identificar qué tiene de específico cada grupo, para poder asignar los datos de forma 

correcta. Los grupos deben ser conocidos con anterioridad, al igual que la clasificación de los 

datos dentro de estos grupos, ya que la calibración no se realiza en base a una variable continua, 

si no en base a una variable categórica (grupo 1, grupo 2, etc). La clasificación puede realizarse 

mediante el empleo de funciones lineales o cuadráticas, en función de la matriz de covarianza 

de los datos [6,297]. 
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3.3. Algoritmos empleados con fines cuantitativos 

3.3.1. PARAFAC 

El Análisis Paralelo de Factores o PARAFAC (por sus siglas en inglés “PARArell FACtor 

analysis”) es uno de los algoritmos de segundo orden más empleados, y fue desarrollado por 

Rasmus Bro en 1997 [298]. Trabaja con datos trilineales, formando un cubo con todas las 

matrices, y gracias a la ventaja de segundo orden, permite la calibración de los analitos en 

presencia de interferentes no calibrados. Se trata de un método no supervisado, en el que la 

información sobre la concentración no se emplea para calcular la descomposición de la matriz 

de datos, y cuya optimización del modelo se basa únicamente en la minimización de los 

residuales. Sin embargo, una vez obtenido el modelo, se realiza una regresión entre los scores 

obtenidos y las concentraciones del conjunto de muestras de calibración, y se emplea el modelo 

para la predicción de las concentraciones en nuevas muestras [291].  

PARAFAC puede definirse como una versión restrictiva de PCA, que, mediante la 

reducción de los grados de libertad, da lugar a modelos predictivos más simples y sencillos de 

interpretar. Al igual que PCA, PARAFAC descompone los datos en loadings y scores, pero los trata 

numéricamente igual. Se trata de un modelo iterativo, en el cual se van estimando las soluciones 

hasta encontrar el modelo que minimice la suma de los cuadrados de los residuales. Algunas de 

las características principales de PARAFAC son [291,294,298–300]: 

• La solución que se obtiene es única, ya que, al restringir los grados de libertad, no 

existe la posibilidad de libertad rotacional (la que permitía, por ejemplo, la 

aplicación de Varimax en PCA). 

 

• Los factores no aparecen según un orden intrínseco, por lo que la identificación 

de cada componente se debe realizar tras la construcción del modelo, en base a 

los loadings obtenidos. 

 

• La escala no está definida, por lo que no se puede cuantificar directamente, sino 

que se necesita de una referencia (muestras de calibración) que proporcione la 

escala. 

El número de factores óptimo con el que trabajar se elige en base a diferentes criterios. 

Es importante tener en cuenta la información que tenemos del sistema, así como inspeccionar 

los perfiles obtenidos y comprobar si tienen sentido, se repiten o solo modelan ruido. Esto es 

muy importante cuando los diferentes modelos dan soluciones diferentes, y queda en la mano 
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del analista decidir qué criterio tomar [299,300]. De entre los diferentes criterios existentes, los 

más empleados y los que han sido usados en esta memoria son:  

• Test de consistencia del modelo o CORCONDIA (por sus siglas en inglés “CORe 

CONsistency DIAgnostic”): la consistencia del modelo comienza cercana al 100% 

en modelos con pocos componentes, y va disminuyendo cuando se empiezan a 

seleccionar demasiados componentes. Según este criterio, se selecciona como 

número óptimo de factores el anterior a que la consistencia del modelo disminuya 

por debajo del 50%. 

 

• Desviación estándar del ajuste: el número de factores óptimo es aquel que genera 

una desviación estándar del ajuste similar a la producida por el ruido 

instrumental, es decir, cercana a 0.1. Se selecciona como número óptimo el 

primer valor a partir del cual la desviación estándar del ajuste se estabiliza. 

Por otra parte, y según el tipo de datos con los que se esté trabajando, es necesario 

realizar algunas restricciones antes de aplicar PARAFAC. En general, al trabajar con espectros es 

común emplear las restricciones de no-negatividad (ya que ni las concentraciones ni los 

espectros toman valores negativos) y de unimodalidad (ya que cada espectro tiene un único 

máximo) [294,298,300]. 

 

3.3.2. MCR-ALS 

MCR-ALS es un algoritmo de segundo orden que combina dos algoritmos diferentes: 

Resolución Multivariada de Curvas o MCR (por sus siglas en inglés “Multivariate Curves 

Resolution”) y Mínimos Cuadrados Alternantes o ALS (por sus siglas en inglés “Alternating Least 

Squares”). MCR es un algoritmo bilineal con un gran potencial resolutivo y con pocos requisitos 

que puede resolver componentes múltiples en mezclas desconocidas, sin necesidad de disponer 

de información previa de la composición o naturaleza del sistema, y en presencia de 

interferencias no calibradas (ventaja de segundo orden). Por su parte, ALS es un algoritmo de 

resolución de ecuaciones de forma iterativa, que puede implementarse rápidamente y 

adaptarse a diferentes sistemas y estructuras de datos [301]. De esta forma, MCR-ALS permite 

obtener los perfiles de respuesta de los diferentes constituyentes de una mezcla. Entre sus 

ventajas más importantes destacan su amplia aplicación en diversos sistemas y su capacidad 

para admitir pequeños cambios en la forma y/o posición de los perfiles de los componentes de 
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las muestras, permitiendo el análisis de datos que se desvían ligeramente de la trilinealidad 

[289,302]. 

MCR-ALS permite procesar tanto una única matriz de datos como el análisis de varias 

matrices simultáneamente, mediante el empleo de matrices aumentadas en columnas y/o filas. 

Para su aplicación, el primer paso es estimar el número de componentes. Esta estimación puede 

realizarse de forma manual o mediante la Descomposición en Valores Singulares o SVD (por sus 

siglas en inglés “Singular Value Decomposition”), que consiste en calcular cuántos componentes 

contribuyen de manera significativa en la varianza. Después, se construyen las estimaciones 

iniciales, que son aproximaciones a los perfiles reales, a partir de los cuales comenzará la 

iteración. Estas estimaciones iniciales pueden proceder de datos experimentales o de diferentes 

algoritmos, entre los que destaca PURE o SIMPLISMA [303], que elige como punto de partida 

aquellas filas o columnas más diferentes o “puras” de la matriz de datos. Tras ajustar estas 

estimaciones, se optimiza el modelo mediante la aplicación iterativa de ALS, incluyendo las 

restricciones que sean necesarias para modelar los perfiles respetando las condiciones químicas 

y/o matemáticas deseadas (por ejemplo: no-negatividad, unimodalidad, clausura, etc). Hay que 

tener en cuenta que las restricciones pueden aplicarse al sistema completo o solo a una parte, 

y que es fundamental ser prudente y aplicarlas solo si se tiene total seguridad de su validez. Tras 

este proceso, una vez que se alcanza la convergencia (es decir, que alcanza un nivel de error 

aceptable), se obtienen los perfiles de concentración y los espectros de los diferentes 

componentes de la mezcla [289,301,302]. 

 

3.3.3. U-PLS/RBL 

U-PLS/RBL es un algoritmo de segundo orden que combina Mínimos Cuadrados Parciales 

Desdoblados o U-PLS (por sus siglas en inglés “Unfolded Partial Least Squares”) con el método 

de Bilinealización Residual o RBL (por sus siglas en inglés “Residual Bi-Linearization”). El método 

de U-PLS consiste en desdoblar una matriz de datos para convertirla en un vector de datos. De 

esta forma, se puede trabajar con datos de segundo orden como si fueran datos de primer 

orden, permitiendo la aplicación del algoritmo PLS (por sus siglas en inglés “Partial Least 

Squares”). Este algoritmo pretende establecer una regresión lineal entre un conjunto de 

concentraciones de muestras y las señales instrumentales que generan. Esta regresión se basa 

en la descomposición de la matriz de datos en dos matrices: una matriz de loadings y una matriz 

de scores, que son estimadas en base a la explicación del máximo de varianza de los datos, tal y 

como se hace en PCA, pero enfatizando la información relevante y disminuyendo la influencia 
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del ruido. PLS tiene la ventaja de que se obtienen conjuntos de loadings y scores específicos para 

cada analito, por lo que la calibración se realiza de forma independiente para cada uno. Sin 

embargo, los loadings y scores obtenidos no contienen información físicamente reconocible, ya 

que se trata de combinaciones lineales de los perfiles reales y las concentraciones.  

Uno de los puntos más importantes durante la aplicación de PLS es la estimación del 

número de variables latentes de calibración. Una de las formas más comunes para realizarlo es 

la validación cruzada dejando-uno-fuera o “leave-one-out cross-validation” (en inglés), que 

consiste en ir dejando cada una de las muestras de calibración fuera, y predecir su concentración 

utilizando el modelo construido con el resto de muestras de calibración. El error al cuadrado de 

cada una de estas predicciones se suma para obtener el parámetro PRESS (por sus siglas en 

inglés “PRedicted Error Sum of Squares”). Este parámetro tiende a ir disminuyendo al aumentar 

el número de variables latentes, pero luego aumenta ya que las últimas variables latentes 

describen el ruido. De forma intuitiva, se seleccionaría como óptimo el mínimo valor de PRESS, 

sin embargo, y siguiendo el principio de parsimonia, es suficiente con seleccionar aquel valor de 

PRESS que no sea estadísticamente superior al mínimo valor de PRESS. En la práctica, esto se 

soluciona mediante la aplicación del criterio de Halaand y Thomas [304,305], que hace uso del 

test estadístico F de Fisher. Así, se comparan los valores de PRESS y se selecciona como número 

óptimo de variables latentes a emplear en PLS aquel que conduzca a una probabilidad de F 

inferior al 75% (es decir, cuyo valor de parámetro p sea inferior a 0.75). 

Aunque U-PLS permite su aplicación a sistemas que se desvían ligeramente de la 

trilinealidad, no alcanza la ventaja de segundo orden, por lo que las recuperaciones obtenidas 

son buenas siempre y cuando no existan interferentes que aumenten de forma excesiva los 

valores de los residuales. Cuando esto no se cumple y los residuales obtenidos tras la aplicación 

de U-PLS son mayores que el nivel de ruido, se emplea RBL para lograr recuperar la ventaja de 

segundo orden. Este algoritmo asume que los residuales pueden ser ordenados en una matriz 

bilinear, formada por dos contribuciones: los datos test, que pueden ser explicados por U-PLS, 

y la contribución de potenciales interferentes. La aplicación de RBL se realiza mediante la 

modelación de los residuales mediante SVD, manteniendo constante la matriz de los loadings y 

variando la matriz de scores, con el objetivo de eliminar el efecto de los potenciales 

interferentes, obteniendo de esta forma nuevos scores que solo contengan información de los 

componentes calibrados. Esta información es la que se empleará luego en la predicción por U-

PLS. El proceso iterativo de RBL se termina cuando el valor de los residuales es comparable al 

valor del ruido.  
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Hay que tener en cuenta, sin embargo, que la aplicación de estos algoritmos permite un 

aumento de la flexibilidad de uso de PLS, pero poseen la desventaja de que, al contrario de lo 

que pasa con PARAFAC y MCR-ALS, no permiten ver los perfiles y emplearlos como información 

cualitativa sobre los componentes [288,306–309]. 

 

3.3.4. Redes Neuronales Artificiales 

Las Redes Neuronales Artificiales o ANNs (por sus siglas en inglés “Artificial Neural 

Networks”) provienen del campo de la inteligencia artificial, y pretenden imitar algunas de las 

características únicas del cerebro humano, como la habilidad de aprender mecanismos 

generales a partir de un conjunto de muestras reducido o de interpolar información correcta a 

partir de un conjunto de datos incompleto o distorsionado. Para ello, las ANNs hacen uso de 

varias técnicas de regresión no-paramétricas (es decir, que no asumen ninguna forma de modelo 

concreta) que, tras su correspondiente procedimiento de entrenamiento, son capaces de 

aprender la correlación existente entre un conjunto de variables predictoras y la respuesta 

obtenida [310]. 

Para la descripción de las ANNs se suele emplear una analogía biológica, donde cada nodo 

de cálculo se denomina neurona. Éstas se disponen en tres capas diferentes [310,311]: 

• Capa de entrada o “input” (del inglés): se trata de las señales medidas. Son 

variables independientes, también llamadas descriptores. Pueden tratarse tanto 

de las variables originales, como de una selección adecuada que represente la 

variabilidad del conjunto de muestras (por ejemplo, las obtenidas tras la 

aplicación de PCA). Por analogía biológica, se correspondería con las dendritas de 

la neurona. 

 

• Capa oculta o “hidden” (del inglés): se trata del modelo de computación. En la 

analogía biológica, se correspondería con el procesamiento de la información que 

se realiza durante la sinapsis. 

 

• Capa de salida o “output” (del inglés): se trata de las propiedades predichas por 

el modelo de calibración. Son las variables dependientes, también llamadas 

respuesta. Suele consistir en una única neurona, que especifica la concentración 

del analito en cada muestra, y que se corresponde con el axón de las neuronas 

cerebrales. 
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Durante el proceso de calibración o entrenamiento, la capa oculta y la capa de salida 

reciben de forma iterativa contribuciones ponderadas de la información, que son luego 

proyectadas sobre una función de transferencia (normalmente sigmoidal), para generar un valor 

de salida no-lineal. El proceso de aprendizaje consiste, por tanto, en el ajuste de la relación entre 

las señales y las concentraciones, mediante la modificación de los pesos ponderados 

relacionados con las conexiones inter-neuronales, hasta conseguir la convergencia (es decir, que 

se alcance un nivel de error preestablecido o aceptable, similar al nivel de ruido presente en el 

sistema, que dé lugar a valores finales de salida cercanos a los valores experimentales). El 

proceso de aprendizaje comienza con valores aleatorios de pesos ponderados y funciones de 

transferencia, que se van ajustando en base a dos procesos, que dan lugar a cada iteración o 

“epoch” [310,311]: 

• Pase hacia delante o “forward pass” (en inglés): se trata del proceso de cálculo, 

en el que los valores de pesos ponderados y funciones de transferencia se aplican 

a un conjunto de muestras de entrenamiento, hasta obtener el valor final de 

salida. El orden de aplicación de los algoritmos es desde la capa de entrada hasta 

la de salida. 

 

• Propagación de errores o “error back propagation” (en inglés): una vez obtenido 

el valor final, se calcula la magnitud del error entre los valores obtenidos y los 

experimentales. Este error se emplea para reajustar todos los pesos ponderados 

de la red neuronal, mediante la aplicación de diferentes algoritmos. Uno de los 

más empleados es el algoritmo de descenso en gradiente, que se basa en la 

estimación de la primera derivada del error con respecto a cada peso. El cálculo 

de realiza desde la capa de salida hasta la capa de entrada. 

 

La familia de ANNs se divide en tres grupos: Redes de Perceptrón Multicapa o MLP (por 

sus siglas en inglés “Multilayer Perceptron Networks”), Funciones de Base Radial o RBF (por sus 

siglas en inglés “Radial Basis Functions”) y Máquinas de Vectores de Soporte o SVM (por sus 

siglas en inglés “Support Vector Machines”), siendo los dos primeros tipos los más empleados 

en la resolución de problemas de calibración multivariada. Las características que diferencian 

estos dos tipos de redes son [307]: 
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• Las redes RBF tienen una sola capa oculta, mientras que las redes MLP pueden 

tener una o varias. 

 

• En las redes RBF, la capa oculta es no lineal y la capa de salida, lineal. Además, 

cada capa tiene una función diferente. Por otro lado, en las redes MLP existe un 

único modelo en todas las capas. 

 

• En las redes RBF, el argumento de la función de transferencia es la distancia 

euclídea entre el vector de entrada y el centro de la función, mientras que las 

redes MLP computan el producto del vector de entrada y el vector de pesos. 

Una de las mayores ventajas de las ANNs aplicadas a la regresión es que se tratan de 

aproximadores universales, que pueden ajustarse a cualquier función continua dentro de un 

dominio acotado, con una precisión predefinida. Para ello, las ANNs encuentran el modelo que 

mejor ajuste los valores de señales y respuestas, aunque la forma del modelo no esté definida. 

A pesar de ello, el empleo de ANNs solo se recomienda en aquellos modelos en los que la 

relación entre descriptores y respuestas no sea lineal, ya que los modelos lineales suelen generar 

mejores ajustes con los datos lineales [310].   
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En el trabajo de investigación que se recoge en la presente Tesis se han desarrollado 

diferentes metodologías analíticas para la determinación de distintos compuestos minoritarios 

en muestras de bebidas alcohólicas fermentadas. El objetivo ha sido intentar mejorar los 

métodos propuestos en la bibliografía, ya fuera mediante el desarrollo de nuevas reacciones de 

derivatización, separaciones cromatográficas más rápidas, tratamiento de muestra más simple 

o mayor automatización del proceso. Además, se ha trabajado con diferentes herramientas 

quimiométricas, tanto con fines cualitativos (optimización de métodos o clasificación de 

muestras) como con fines cuantitativos. El empleo de estos algoritmos ha permitido la 

agrupación de las muestras en base a diferentes condiciones de almacenamiento, así como la 

identificación de los principales factores de variación de los datos. Además, también ha 

permitido la cuantificación de diferentes analitos en presencia de interferentes sin necesidad de 

emplear técnicas separativas, con el consecuente ahorro de tiempo, reactivos y disolventes. Los 

artículos a los que se hace referencia durante esta discusión de resultados se encuentran en el 

Capítulo IV. Publicaciones. 

Tal y como se ha adelantado en el capítulo anterior, los compuestos dicarbonílicos son 

importantes en enología por diferentes razones, principalmente: impacto sensorial, reactividad 

con otros compuestos y posibles efectos microbiológicos. De la misma forma, en la cerveza 

también están relacionados con las características sensoriales, normalmente de forma 

desagradable. Además, también pueden tener efectos negativos en la salud de los consumidores 

si se ingieren en grandes cantidades. Por esta razón, su detección y cuantificación en bebidas 

alcohólicas fermentadas es importante. 

Dentro de la gran familia de compuestos que forman este grupo, el trabajo de esta Tesis 

se ha centrado en los analitos GL y MGL, ya que se trata de compuestos muy comúnmente 

encontrados en bebidas fermentadas, pero menos estudiados que otros compuestos 

dicarbonílicos como el diacetilo. Además, al tratarse de los representantes más pequeños de 

esta familia, son los compuestos más reactivos de la misma. 

Así pues, tras la obligada revisión bibliográfica para conocer los métodos analíticos 

desarrollados hasta la fecha con el mismo objetivo, se comprobó que la etapa de derivatización 

era fundamental para la determinación de estos analitos, y que los reactivos derivatizantes 

empleados tenían en común la característica de que poseían dos grupos amino contiguos en su 

estructura. Además, se trataban de reacciones de derivatización normalmente largas (entre 30 

minutos y 15 horas) y que, en varios casos, necesitaban de altas temperaturas. Con esta premisa, 

se decidió buscar nuevos compuestos que pudiesen reaccionar con estos analitos (Artículo 1). 
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Así, se eligieron como posibles reactivos derivatizantes los compuestos 2,3-

diaminopiridina (2,3-DAP) y 3,4-diaminopiridina (3,4-DAP), cuyas estructuras aparecen en la 

Figura 12. Mediante el empleo de fluorescencia molecular se estudió la estabilidad de las 

disoluciones de ambos compuestos, así como la influencia del pH. Del mismo modo, también se 

realizaron estudios para comprobar si existía reactividad entre los mismos y los analitos. Tras la 

obtención de los espectros correspondientes, se comprobó que 2,3-DAP producía una 

disminución de la intensidad de fluorescencia de los analitos, mientras que 3,4-DAP la 

aumentaba. Por tanto, se seleccionó este último como nuevo reactivo derivatizante. 

 

Figura 12. Estructura de los reactivos derivatizantes empleados. 

Tras la optimización de los parámetros de la reacción de derivatización (pH, tiempo de 

calentamiento, temperatura de calentamiento y relación reactivo derivatizante/analito), se 

obtuvo que las condiciones ideales para llevar a cabo la derivatización eran pH 2.0 (tampón ácido 

cloracético/cloroacetato de sodio; 0.3 M), reactivo derivatizante en relación 3:1 (mg/L) respecto 

al analito y calentamiento durante 120 minutos a 90°C. En estas condiciones, se comprobó si la 

reacción se producía con otros compuestos dicarbonílicos, pero resultó ser específica para GL y 

MGL (probablemente debido a su mayor reactividad). 

 Tras la derivatización de ambos analitos, se procedió a establecer las condiciones 

cromatográficas necesarias para su separación, teniendo en cuenta los métodos ya propuestos. 

Se empleó una columna Zorbax Eclipse XBD-C18 (150 x 4.6 mm; 5 µm) como fase estacionaria, 

y un tampón ácido acético/acetato de sodio (pH 5.5; 60 mM) como fase móvil, a un flujo de 0.65 

mL/min. En estas condiciones, la separación de los derivados se consiguió en menos de cuatro 

minutos. El detector empleado fue el de fluorescencia, midiendo la señal emitida por los analitos 

a 371 nm (excitando a 307 nm). La validación del método dio como resultado una buena 

linealidad (98.08 – 98.49%) y RSD (1.9 – 2.9%). Los LOD y LOQ obtenidos mediante el método de 

la IUPAC oscilaron entre 0.44 y 4.32 mg/L. 
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El método desarrollado se aplicó a un total de 16 vinos monovarietales procedentes de la 

DO “Ribera del Guadiana”, junto con 2 vinos experimentales, generosamente cedidos por la 

bodega experimental de la Universidad de Extremadura (también monovarietales). La 

determinación de los analitos se realizó mediante el empleo del método de adición patrón, 

debido al efecto matriz de las muestras de vino (ya que no se realizó ningún paso previo de 

limpieza y/o extracción). Las concentraciones encontradas en todas las muestras, teniendo en 

cuenta un consumo moderado de vino, no eran suficientes como para llegar a afectar de forma 

negativa a la salud de los consumidores. Por otro lado, se comprobó que los vinos tintos tenían 

una concentración media mayor de ambos analitos que los vinos blancos, tal y como se había 

encontrado en la bibliografía. 

A continuación, se procedió a intentar mejorar el método mediante la extracción de los 

analitos, lo que permitiría una determinación cromatográfica más sencilla, al eliminar posibles 

interferentes de la matriz de vino, así como su posible aplicación a otras matrices (Artículo 2). 

De entre todas las opciones de extracción posibles, se seleccionó la DLLME, debido a que se trata 

de una técnica de extracción sencilla y rápida, que además permite la concentración de los 

analitos, con un gasto mínimo de disolventes. La DLLME había sido anteriormente empleada 

para la determinación de diferentes compuestos (principalmente contaminantes) en muestras 

de vino y cerveza, pero no se encontró ningún método que la empleara para la determinación 

de compuestos inherentes a dichas bebidas, tales como los analitos en estudio (GL y MGL).  

En primer lugar, se estudió si la extracción daba mejores resultados realizándose antes o 

después de la reacción de derivatización. Como la extracción de los analitos sin derivatizar no 

dio resultados, se procedió a la optimización de los parámetros que afectaban al proceso de la 

DLLME tras la derivatización de los analitos con 3,4-DAP (según las condiciones del Artículo 1). 

Así, se estudiaron diferentes tipos de disolventes (tanto extractantes como dispersantes) y la 

influencia de sus volúmenes. Además, también se comprobó cómo afectaba el pH del medio y 

el tiempo de agitación al proceso de extracción. Sin embargo, durante los estudios de 

repetibilidad de la DLLME se comprobó que, durante la extracción del analito, se producía de 

forma simultánea la derivatización del mismo, así como un incremento de la señal analítica con 

el paso del tiempo. Por esta razón, se estudió cómo afectaba el tiempo de reposo de la mezcla 

en la señal analítica, así como la cantidad de reactivo derivatizante, tanto mediante 

fluorescencia molecular como por cromatografía líquida. Por otro lado, también se estudió si la 

reacción era posible con MGL, pero en estas condiciones solo el GL (mucho más reactivo) 

reaccionó. 
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Tras la derivatización y extracción simultánea, el derivado de GL fue determinado 

mediante cromatografía líquida con detección fluorescente, empleando el método optimizado 

en el estudio anterior. En estas condiciones, se obtuvo una buena linealidad, así como un alto 

coeficiente de correlación (0.9906). La RSD fue adecuada e inferior al 5%, y los LOD y LOQ 

obtenidos fueron del orden de µg/L.  

Por tanto, el nuevo método desarrollado reducía drásticamente el tiempo de reacción, 

pasando de 120 minutos de reacción de derivatización más el tiempo añadido de la extracción 

del analito, a tan solo 15 minutos de reacción de derivatización y extracción simultánea. De esta 

forma se mejoró no solo el método anteriormente desarrollado, sino todos los métodos 

encontrados en la bibliografía, ya que, además, no era necesario aplicar calor ni emplear 

microondas o ultrasonidos como asistencia. Por otro lado, se trataba de un método selectivo 

para GL. En la Figura 13 se muestra de forma esquemática el procedimiento de la reacción de 

derivatización y extracción simultánea. 

 

Figura 13. Esquema del procedimiento de la reacción de derivatización y extracción simultánea. 

El método fue aplicado a muestras de vino y cerveza diluidas previamente en agua. Se 

comprobó que, a pesar de la extracción de los analitos, seguía apareciendo efecto matriz, por lo 

que se procedió a su determinación mediante el método de adición patrón. Las concentraciones 

encontradas fueron similares a las reportadas en la bibliografía, y lo suficientemente bajas como 

para no resultar un riesgo para la salud con un consumo moderado de estas bebidas. 
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Debido al aumento en el interés de las ABs, provocado por la importancia de su presencia 

en alimentos como indicador de calidad, y su interacción con el alcohol (especialmente 

importante en bebidas alcohólicas fermentadas), se decidió que esta familia de analitos era 

interesante para ser estudiada. De entre la extensa familia de estos compuestos se eligieron 

como analitos agmatina (AGM), cadaverina (CAD), etanolamina (ETA), histamina (HIM), 2-

feniletilamina (PEA), putrescina (PUT), tiramina (TYM) y triptamina (TRY), debido a que se 

trataba de las ABs que normalmente aparecen en muestras de vino y cerveza, según la 

bibliografía. 

En primer lugar, y tras la correspondiente revisión bibliográfica de los métodos empleados 

para su determinación, se decidió optimizar la separación cromatográfica de los derivados 

obtenidos mediante la reacción con OPA (método oficial propuesto por la OIV) (Artículo 3). Para 

ello, se empleó una columna de ultra-alta resolución (Zorbax Eclipse XDB-C18, 100 x 4.6 mm; 1.8 

µm) como fase estacionaria, con objeto de reducir el tiempo de separación, y una mezcla de 

tampón TRIS (0.08 M; pH 8.3) y ACN como fase móvil. La detección se realizó gracias a la 

fluorescencia de los derivados, midiendo la señal analítica a 445 nm (excitando a 356 nm). Tras 

la optimización del gradiente, se consiguió la separación de ocho ABs en 12 minutos. Una vez 

validado el método y obtenidos sus parámetros de calidad, se aplicó a diferentes muestras de 

vino. No se realizó ningún tratamiento previo de las muestras excepto dilución con agua 

ultrapura para la determinación de ETA y PUT. Debido al efecto matriz existente, la 

determinación se llevó a cabo mediante el uso conjunto de los métodos de patrón interno y 

adición patrón. Como patrón interno (PI) se empleó la octilamina (OCT). 

Con los datos obtenidos se llevaron a cabo dos estudios paralelos. Por una parte, se 

analizaron los perfiles de aminas biógenas de trece vinos “Tempranillo” procedentes de 

diferentes zonas vitivinícolas pertenecientes a la DO “Ribera del Guadiana”, de los cuales seis 

eran jóvenes, seis eran roble y uno era crianza. Los perfiles de ABs obtenidos fueron consistentes 

con los datos encontrados en la bibliografía, aunque, en general, los vinos extremeños tenían 

una menor concentración de HIM, AGM, TYM y CAD. Las menores concentraciones de HIM y 

TYM, las aminas potencialmente más peligrosas para la salud de los consumidores, podrían 

representar una ventaja de estos vinos frente a otros vinos españoles. Por otro lado, no se 

encontraron diferencias significativas entre la concentración total de ABs en vinos jóvenes y 

robles. No se estudiaron posibles diferencias con el vino crianza debido a que solo se analizó una 

muestra de este tipo. 
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Por otra parte, una vez abiertas las botellas, se seleccionó un vino de cada grado de 

envejecimiento (joven, roble y crianza) y se realizó un estudio para comprobar qué condiciones 

eran las óptimas para su almacenamiento. Así, se seleccionaron dos temperaturas (de 

refrigeración, 4°C, y temperatura ambiente, aproximadamente unos 25°C) y dos tipos de cierre 

de la botella (tapón de corcho o atmósfera inerte de argón). Se llevaron a cabo análisis de 

muestras tomadas de la botella recién abierta, a los siete días y tras treinta días. Los resultados 

obtenidos, en principio, no mostraron grandes cambios, aunque sí que parecía que la 

concentración total de ABs disminuía al aumentar el grado de envejecimiento del vino. En el 

vino joven, las ABs con mayor concentración fueron ETA y PUT. En el vino roble, el cambio más 

destacado fue la aparición de TYM a partir del séptimo día y la aparición de CAD el último día. 

Por su parte, el cambio más destacado en el vino crianza fue la aparición de AGM a partir del 

séptimo día.  

Estos datos obtenidos en diferentes condiciones de almacenamiento fueron estudiados 

de forma más minuciosa mediante el empleo de diferentes algoritmos quimiométricos con fines 

clasificatorios. En primer lugar, se realizó un Análisis de Componentes Principales (Figura 14), 

que permitió explicar la varianza de los datos con solo dos componentes principales (91.9%). Los 

scores obtenidos por las diferentes muestras permitieron la clasificación de las mismas en base 

al grado de envejecimiento del vino, apareciendo bien separadas las muestras de vino joven 

(definidas por una mayor concentración de ETA), las de vino roble (definidas por 

concentraciones de TYM, PUT y HIM por encima de la media) y las de vino crianza (definidas por 

una concentración de aminas inferior a la del resto de vinos).  

 

Figura 14. Gráfico combinado de loadings y scores obtenido tras la aplicación de PCA. 
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A pesar de que la interpretación del Análisis de Componentes Principales era sencilla, se 

decidió simplificar aún más y emplear la rotación Varimax, con objeto de encontrar parámetros 

discriminantes (Figura 15). Así, el primer componente principal quedó constituido por la 

contribución de PUT y HIM, mientras que el segundo componente se basaba en la concentración 

de ETA. El resto de ABs apenas tenían influencia en la varianza. La rotación de los loadings 

modificó ligeramente los scores de las muestras, pero los tres grupos se mantuvieron bien 

diferenciados. Gracias al Análisis de Componentes Principales rotado se pudieron definir dos 

parámetros discriminantes: la concentración de ETA diferenciaba los vinos jóvenes (alta 

concentración) de los vinos crianzas (baja concentración), mientras que altas concentraciones 

de PUT y HIM diferenciaban a los vinos robles del resto.  

 

Figura 15. Gráfico combinado de loadings y scores obtenido tras la aplicación de PCA con 

rotación Varimax.  

Con el objetivo de contrastar la información obtenida de Análisis de Componentes 

Principales, se llevó a cabo también un Análisis Clúster, tanto jerarquizado como no 

jerarquizado. Para el análisis no jerarquizado se empleó el modelo k-means, que permitió la 

clasificación correcta de todas las muestras. En el análisis jerarquizado se empleó el método de 

Ward, que dio lugar a tres clústeres, correspondientes a los tres grados de envejecimiento del 

vino. Es importante destacar que los clústeres correspondientes a los vinos jóvenes y crianzas 

eran más similares entre sí, y se diferenciaban más de los vinos robles. Esta información estaba 

en concordancia con los parámetros discriminantes descritos por el Análisis de Componentes 

Principales. Además, los perfiles de clases obtenidos por ambos métodos demostraron que los 

analitos más influentes eran, efectivamente, ETA, PUT e HIM. 
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Por último, para comprobar si existían diferencias debidas a las condiciones de 

almacenamiento, se realizó un Análisis Discriminante con cada condición. Así, para los tres 

grados de envejecimiento del vino se consiguió diferenciar las muestras en base al tipo de cierre, 

la temperatura de almacenamiento y el día de muestreo, con un 100% de acierto. Con respecto 

al tipo de cierre, un solo factor permitió la diferenciación de las muestras. Las muestras 

almacenadas en atmósfera de argón mostraron una mayor concentración de HIM y TYM, lo que 

permitió su diferenciación de las muestras almacenadas con tapón de corcho, además de 

constatar este tipo de cierre como más beneficioso, al disminuir las concentraciones de las 

aminas más peligrosas. La clasificación en base a la temperatura de almacenamiento también 

se basó en un solo factor. Las muestras almacenadas en refrigeración produjeron menor 

cantidad de HIM, lo que permitió diferenciarlas de las muestras almacenadas a temperatura 

ambiente. Por último, la clasificación de las muestras también se pudo realizar en base al día de 

muestreo. De nuevo, solo fue necesario un factor, y se comprobó que, al aumentar el tiempo de 

almacenamiento, aumentaban las concentraciones de CAD, AGM y PEA. 

Gracias al empleo de estos algoritmos con fines clasificatorios se pudo concluir que, a 

pesar de que solo existían pequeñas diferencias entre los perfiles de ABs de vinos con diferente 

grado de envejecimiento, éstas eran suficientes para clasificarlos mediante el empleo de 

algoritmos quimiométricos. Además, se confirmó que el almacenamiento a temperatura de 

refrigeración y con tapón de corcho eran las mejores condiciones para el almacenamiento de 

botellas de vino abiertas, ya que prevenían el aumento de concentración de HIM y TYM, las ABs 

potencialmente más peligrosas para la salud de los consumidores. 

Mientras que se realizaba este último estudio, se procedió a intentar mejorar el método 

cromatográfico empleado en la determinación anterior. De esta forma, se aumentó el número 

de analitos (incluyendo también los AAs precursores de las ocho ABs determinadas y otros AAs 

relacionados), y se intentó la automatización de la reacción de derivatización (Artículo 4). En 

primer lugar, para conseguir la separación de los 17 analitos, fue necesario modificar el método 

cromatográfico empleado anteriormente. La fase estacionaria empleada fue la misma que en el 

estudio anterior, pero la fase móvil se modificó, tanto en composición como en gradiente, hasta 

conseguir la separación de todos los analitos en menos de 15 minutos. Así, se aumentó la 

concentración del tampón TRIS (0.1 M; pH 8.3) y se incluyó un tercer componente (MeOH) en 

su composición. Por otro lado, también fue necesario termostatizar la columna a 50°C para 

conseguir la separación de los derivados.  
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Una vez optimizada la separación, se procedió a la puesta a punto de la reacción de 

derivatización automatizada y online. Tras la correspondiente revisión de la bibliografía se 

decidió emplear el modo de inyección tipo sándwich (reactivo derivarizante + muestra + reactivo 

derivatizante) y se fijó el volumen de muestra en 5 µL. No se planteó el cambio de OPA por otro 

reactivo derivatizante ya que, además de ser el empleado de forma oficial por la OIV, producía 

la reacción de forma instantánea, a temperatura ambiente. Se realizaron estudios previos para 

elegir el mejor método de inyección (seleccionándose finalmente el modelo secuencial) y la 

velocidad de la misma (empleándose, finalmente, la velocidad por defecto: 90 µL/min). Para la 

optimización del resto de parámetros se procedió al establecimiento de un diseño de 

experimentos central compuesto, en el que los parámetros a variar fueron el número de 

mezclados (entre 0 y 60 veces), el volumen de reactivo derivatizante (entre 0.5 y 8.0 µL) y el 

tiempo de espera antes de inyectar la mezcla (entre 0 y 5 minutos). Para la selección de los 

mejores valores se empleó la metodología de Superficie de Respuesta. La función de respuesta 

empleada se estableció en base a la contribución positiva del sumatorio de las áreas y la 

resolución media de los picos más cercanos entre sí, así como en base a la contribución negativa 

del tiempo total de análisis. El análisis ANOVA del modelo obtenido con esta función de 

respuesta aseguró su bondad, con un buen coeficiente de correlación y una falta de ajuste no 

significativa.  

Esta función fijó 2.0 µL de reactivo derivatizante como el volumen óptimo (ya que 

volúmenes menores no eran suficientes para derivatizar todos los analitos, y volúmenes 

superiores daban lugar a una intensa señal de fondo que complicaba el cromatograma). Con 

este valor fijado, se encontraron dos puntos máximos en la superficie de respuesta: 10 

mezclados y 5 minutos de espera o 60 mezclados y 1 minuto de espera. Aunque ambas opciones 

daban resultados muy parecidos, finalmente se eligió la segunda debido a que parecía que 

resolvía mejor los picos correspondientes a los derivados de AGM y CAD.  En la Figura 16 se 

muestra el cromatograma obtenido en las condiciones optimizadas de derivatización y 

separación. 
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Tras la evaluación del método y la obtención de sus cifras de mérito, se validó en muestras 

de vino y cerveza. Las muestras fueron diluidas en el caso de ser necesario, así como sonicadas 

y filtradas antes de ser analizadas. Se empleó el método de adición patrón combinado con el 

método de patrón interno (siendo este de nuevo OCT), ya que las muestras presentaban efecto 

matriz. Los valores de recuperación obtenidos fueron satisfactorios en los tres tipos de bebida 

estudiados (vino blanco, vino tinto y cerveza).  

El método fue aplicado para la determinación del perfil de ABs y sus AAs precursores en 

muestras de cerveza artesana recogidas durante el proceso de elaboración, generosamente 

cedidas por una empresa cervecera artesana extremeña. Así mismo, también se analizó la misma 

cerveza una vez terminado el proceso de elaboración y ya embotellada. El análisis de los datos 

obtenidos permitió comprobar que el mosto inicial era muy rico en AAs, siendo el principal 

tirosina (TYR). En los siguientes días la concentración de los AAs disminuyó drásticamente hasta 

el quinto día. A partir de este día, la concentración de AAs volvió a aumentar, hasta alcanzar, 

aproximadamente, un tercio de la concentración del mosto inicial, siendo nuevamente TYR el 

AA principal. En la cerveza embotellada, la concentración de los AAs siguió aumentando hasta 

aproximadamente un 50% más. Los cambios más destacados fueron la desaparición de arginina 

(ARG) y la aparición de serina (SER), así como un gran aumento de las concentraciones de 

histidina (HIS), TYR y triptófano (TRP). Aunque parece lógico pensar que la concentración de AAs 

debería disminuir con el tiempo, debido a su descarboxilación por parte de diferentes 

microorganismos, estos aumentos en la concentración de algunos AAs se explican debido a los 

procesos de proteólisis y autolisis de las levaduras ocurridos durante los procesos de 

fermentación y almacenamiento. 

Por su parte, a pesar de encontrarse los AAs precursores de todas las ABs, solo se 

detectaron PUT, AGM y ETA en todas las muestras analizadas, lo que podría indicar que los 

microorganismos responsables de la descarboxilación de los AAs no estaban presentes en el 

mosto, lo cual da una idea de su buena calidad microbiológica. Esta buena calidad microbiológica 

se puede corroborar con la obtención de los valores del Índice de Aminas Biógenas, que en 

ningún caso fue superior a 1. Su concentración total fue mucho menor que en el caso de los AAs. 

Sus concentraciones no sufrieron grandes cambios durante el proceso de elaboración de la 

cerveza, aunque el quinto día, al igual que pasó con los AAs, alcanzaron su valor más bajo, para 

luego volver a aumentar. La amina principal fue la AGM, que es la única que proviene de la malta. 

En la cerveza terminada y embotellada sí que se encontró un gran aumento de la concentración 

de aminas, multiplicando por 4 la concentración encontrada durante el proceso de 

fermentación. Además, se pudo detectar TYM, aunque no cuantificar. De nuevo, fue la AGM la 
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amina con mayor concentración, probablemente debido a la desaparición de ARG, su AA 

precursor.  

Para el siguiente estudio (Artículo 5) se decidió estudiar los AAs y ABs mediante 

voltamperometría. En concreto, se trabajó con un electrodo de carbono vitrificado, empleando 

la modalidad de diferencial de pulso. Como se ha visto anteriormente en la revisión bibliográfica, 

no existen muchos métodos que empleen la electroquímica para la determinación de ABs, y los 

métodos que la emplean suelen utilizar biosensores. En nuestro estudio, además, se decidió 

emplear la quimiometría para la resolución de los analitos. En general, hay pocos métodos que 

empleen la quimiometría con señales electroquímicas en comparación con otro tipo de señales 

(normalmente, cromatográficas o espectroscópicas), y los métodos que las utilizan suelen 

trabajar con datos de primer orden. Sin embargo, en nuestro trabajo se estudió la posibilidad 

de obtener datos de segundo orden. 

Específicamente, se decidió estudiar el comportamiento electroquímico de HIM, ya que, 

como se ha mencionado anteriormente, se trata de la AB potencialmente más peligrosa para la 

salud humana. En primer lugar, y en base a estudios previos realizados, se seleccionó el 

electrodo de carbono vitrificado y la modalidad de diferencial de pulso, como se ha avanzado 

anteriormente. Después, se optimizaron los parámetros para la obtención de los 

voltamperogramas del analito en disolución acuosa. El rango de potenciales en el que se trabajó 

fue entre +0.9 – +1.5V, y se obtuvo linealidad hasta una concentración de 10.0 mg/L de HIM. De 

igual forma, también se optimizaron las condiciones de la limpieza del electrodo. En las 

condiciones optimizadas, se comprobó que HIS, el AA precursor de HIM y potencial interferente 

en aquellas muestras donde esté presente el analito, también daba señal, y que esta solapaba 

con la del analito. Por otro lado, se comprobó que las señales de HIM estaban fuertemente 

afectadas por el pH del medio, desplazándolas a potenciales más bajos al aumentar la basicidad 

del mismo. 

Habiendo encontrado, por tanto, dos vías de modificación de la señal producida por HIM 

(concentración del analito y pH del medio), se procedió a la obtención de una matriz de datos 

para la calibración de la misma, empleando disoluciones acuosas durante este estudio. Así, se 

obtuvieron los voltamperogramas de HIM en el rango de 0.0 – 10.0 mg/L, a seis valores de pH 

diferentes (4.0 – 9.0). Aprovechando la ventaja de segundo orden, se preparó de la misma forma 

un conjunto de muestras de validación que incluía tres concentraciones diferentes de HIM (2.0, 

4.0 y 8.0 mg/L) y tres niveles de contaminación con HIS (5.0, 15.0 y 25.0 mg/L) para cada 

concentración. Las concentraciones de HIS se plantearon para que fueran generalmente 
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superiores a las de HIM debido a que en las matrices con las que se había trabajado (vino y 

cerveza), los AAs se encontraban en mayor concentración que las ABs. 

Una vez obtenidos los voltamperogramas, estos se inspeccionaron visualmente. Así, se 

comprobó que la señal de HIM no solo se desplazaba según el pH del medio (Figura 17), sino 

que, a un mismo pH, diferentes concentraciones de analito también generaban desplazamientos 

de la señal (Figura 18).  

 

Figura 17. Variación del potencial de la histamina con el pH; [HIS] = 6.0 mg/L.  

 

Figura 18. Variación del potencial de la histamina con la concentración; pH = 6.0. 
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Por tanto, la primera conclusión a la que se pudo llegar es que los datos obtenidos eran 

no trilineales de tipo III. Este tipo de datos, como se comentó en el capítulo anterior, son aquellos 

en los que no se cumple el principio de bilinealidad. Los datos no bilineales han sido muy poco 

empleados con objetivos de cuantificación y, hasta donde sabemos, era la primera vez que se 

empleaban datos electroquímicos no trilineales de tipo III para la cuantificación de un analito.  

Tras determinar el tipo de datos con el que se estaba trabajando, se exploraron diferentes 

alternativas para su modelado quimiométrico. En primer lugar, se decidió intentar recuperar la 

bilinealidad mediante el alineamiento de las señales obtenidas al mismo pH, de modo que el 

potencial de las señales no dependiera de la concentración de los patrones. Para ello, se empleó 

el método i-coshift, que se pudo aplicar debido que no existían distorsiones apreciables de las 

señales. No se procedió a la recuperación de la bilinealidad en la segunda vía (pH), debido a que 

se hubiera perdido la selectividad que aportaba. Con este conjunto de datos ya bilineales, se 

evaluó la relación concentración – señal a cada pH, observándose grandes diferencias: la 

relación era lineal a pH básicos, mientras que a pH ácidos no lo era.  

Con objeto de evaluar y explicar este comportamiento, se decidió aplicar MCR-ALS. Este 

algoritmo permite obtener información sobre la contribución de los constituyentes de una 

mezcla incluso en sistemas de los que no se posee información previa. La matriz fue desdoblada 

previamente para disminuir la ambigüedad rotacional asociada a este algoritmo, y las 

condiciones iniciales fueron estimadas mediante SIMPLISMA y SVD. Además, se impusieron 

diferentes restricciones durante el proceso iterativo. La descripción del comportamiento de HIM 

se explicó mediante dos componentes, mientras que un tercero era necesario en las muestras 

que poseían también HIS. Estos resultados estaban de acuerdo con los resultados observados a 

simple vista, en los que existían dos tipos de comportamiento (lineal y no lineal). Además, se 

comprobó que el componente no lineal prevalecía en medios ácidos, mientras que la linealidad 

aumentaba junto con el pH. Para la predicción de las concentraciones de HIM en las muestras 

de validación, se realizó una calibración pseudo-univariada en base al componente lineal 

encontrado, obteniéndose que, al aumentar la concentración del interferente, disminuía el 

poder predictivo para el analito. Este hecho podría explicarse por una posible interacción analito 

– interferente, o porque la ambigüedad rotacional era más relevante al aumentar el 

solapamiento. 

Debido a la imposibilidad de emplear este modelo para predecir correctamente la 

concentración de HIM, se procedió a aplicar U-PLS/RBL, ya que se trata de uno de los algoritmos 

lineales de segundo orden más flexibles, y es capaz de lidiar con algunas desviaciones no 
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demasiado pronunciadas de la linealidad. Tras la aplicación del mismo, los mejores resultados 

se obtuvieron con cuatro factores de PLS (lo que indicaba la alta complejidad de los datos, 

pertenecientes a un solo analito) y dos componentes de RBL, que explicaban la presencia del 

interferente en las muestras de validación. Aunque se consiguió mejorar las predicciones 

respecto a MCR-ALS, seguían siendo algo bajas (82%), sobre todo en aquellas muestras que 

poseían una mayor concentración de interferente, lo que reforzó la idea de que existía una 

interacción analito – interferente durante la detección.  

Teniendo en cuenta la gran influencia del componente no lineal y la imposibilidad de 

predecir la concentración de HIM mediante el empleo de algoritmos lineales, se decidió utilizar 

redes neuronales artificiales. Como la información de los datos de segundo orden puede ser 

redundante, se decidió emplear sus componentes principales como neuronas de entrada o 

inputs. Sin embargo, al existir un componente no esperado en las muestras de validación, la 

predicción de las muestras por parte de la red neuronal podría no ser adecuada. Teniendo esto 

en cuenta, y en base a la bibliografía, se decidió incluir un algoritmo capaz de separar la 

contribución del analito de la del interferente, antes de la aplicación de la red neuronal en sí. 

Así, se decidió resolver el problema mediante la aplicación de U-PCA/RBL-RBF. El número de 

componentes principales obtenido fue cuatro (empleado como número de neuronas de 

entrada), y se emplearon dos factores de RBL para el modelado del sistema, que permitieron 

diferenciar las señales propias de HIM de las del interferente HIS. La estructura de la red 

neuronal RBF elegida fue (4-10-1) (capa de entrada, oculta y de salida, respectivamente). En 

estas condiciones, las recuperaciones obtenidas fueron cercanas al 100%. 

Además de utilizar por primera vez datos electroquímicos no trilineales de tipo III con fines 

de cuantificación, este estudio permitió comprobar que una evaluación exhaustiva y profunda 

de los datos experimentales obtenidos es fundamental para la selección correcta de la mejor 

herramienta quimiométrica para su modelado y la obtención final de resultados fiables. 

Finalmente, y con la idea de proponer métodos sencillos y económicos para la 

determinación de los analitos, se aprovechó la fluorescencia nativa que presentan algunos de 

los analitos para su determinación mediante dicha técnica (Artículo 6). 

En primer lugar, y empleando el método desarrollado en el Artículo 4, se procedió a la 

determinación del perfil de ABs y AAs de muestras de vino recogidas durante el proceso de 

vinificación de un vino “Tempranillo”. Las muestras fueron amablemente cedidas por la bodega 

experimental de la Universidad de Extremadura. Tras la obtención de los cromatogramas 

correspondientes a todas las muestras recogidas y su comparación, se procedió al análisis de 
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aquellas que se correspondían con los cambios más importantes o con hitos fundamentales de 

la vinificación (por ejemplo, el inicio de las fermentaciones). Así, se obtuvo el perfil de ABs y AAs 

completo de siete días de vinificación.  

Tras revisar los datos obtenidos se pudo comprobar que la mayoría de los analitos apenas 

sufrían cambios durante el proceso de vinificación. Los analitos con más variaciones fueron TYR 

(cuya concentración era la más alta en general, y además iba aumentando con el tiempo) y ARG 

(cuya concentración era alta hasta el inicio de la fermentación alcohólica, momento en el que 

sufría una bajada drástica y, a partir de ahí, permanecía constante). Estos datos estaban en 

concordancia con los encontrados en la bibliografía. Por otro lado, también se comprobó que la 

concentración de TRP aumentaba ligeramente en dos ocasiones, al iniciar la fermentación 

maloláctica y al final de la misma.  

Debido a que los cambios estaban básicamente producidos por estos analitos, se decidió 

realizar un análisis exploratorio para comprobar si, en efecto, se trataba de los analitos más 

influyentes. Así, se realizó un Análisis de Componentes Principales y se obtuvo que dos 

componentes explicaban el 93% de la varianza. De ellos, el primer componente explicaba un 

82% de la varianza, y estaba principalmente formado por la contribución positiva de TYR y la 

negativa de ARG. El segundo componente, por su parte, estaba definido por la contribución 

positiva de ARG, TYR y TRP. Así se pudo concluir que TYR era, efectivamente, el analito más 

influyente en el proceso de vinificación, seguido muy de lejos por ARG y TRP. Los scores 

obtenidos, junto con la información ofrecida por el bodeguero, permitieron la diferenciación de 

las muestras. El mosto inicial era la muestra que presentaba mayores diferencias, con una 

cantidad de ARG muy superior al resto. El día 3 comenzó la fermentación alcohólica, hecho 

representado por la disminución drástica de ARG. El día 10 comenzó la fermentación 

maloláctica, y a partir de entonces, la concentración de TYR fue aumentando con el paso del 

tiempo.  

Para contrastar esta información se realizó un Análisis Clúster, tanto jerarquizado como 

no jerarquizado. El método no jerarquizado empleado fue k-means que, aunque no permitió la 

separación de las muestras en diferentes clases, sí que dio lugar a un perfil de clases en el que, 

claramente, TYR era el analito más influyente. El método de Ward (jerarquizado) sí que clasificó 

las muestras en tres grupos. El primer clúster estaba formado por las muestras previas al inicio 

de la fermentación maloláctica. El segundo estaba constituido únicamente por el inicio de la 

fermentación maloláctica, y el tercer clúster reunía a las muestras post-fermentación 

maloláctica. En el perfil de clases obtenido por este método, de nuevo TYR fue el analito más 
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influyente, aunque ARG tuvo algo de influencia en el clúster uno (el cambio drástico de 

concentración entre las dos muestras que lo componen) y TRP, en el clúster tres (el pequeño 

incremento al inicio de la fermentación maloláctica que se comentó anteriormente). 

Teniendo en cuenta, por tanto, que TYR era el analito más influyente, y que presenta 

fluorescencia nativa, se propuso optimizar un nuevo método para la monitorización del proceso 

de vinificación en base a los cambios en su concentración, empleando fluorescencia molecular. 

Se optimizaron las condiciones (rango de longitudes de onda y voltaje) para la obtención de 

matrices de excitación-emisión (EEM, por sus siglas en inglés “Excitation-Emission Matrices”) y, 

en las mismas, se registró la señal fluorescente de los analitos que presentaban esta propiedad 

según la bibliografía: TYM/TYR, TRY/TRP y PEA/PHE. Los analitos más fluorescentes fueron la 

pareja TYM/TYR, seguidos de TRY/TRP y PEA/PHE. También se comprobó que cada AB tenía el 

mismo máximo de fluorescencia que su correspondiente AA precursor. Teniendo en cuenta que 

TYM, TRY y PEA no se habían detectado en ninguna muestra de vino, y que las concentraciones 

de PHE eran muy bajas y que también era baja su intensidad de fluorescencia, todos estos 

analitos fueron descartados y el estudio se centró en la determinación de TYR y TRP. 

Los ensayos previos se realizaron en muestras de vino sintético, para minimizar la señal 

propia de la matriz y así poder elegir las mejores condiciones para su medida. Se compararon 

los resultados obtenidos mediante la modalidad front-face y la modalidad convencional, 

eligiéndose finalmente la segunda, ya que el filtro interno existente impedía la obtención de 

señales en el modo front-face. Las muestras se diluyeron al 10%, para disminuir el filtro interno 

sin afectar a la intensidad de la señal. Las muestras reales de vino, además de ser diluidas, fueron 

limpiadas previamente con PVPP, para eliminar la señal fluorescente producida por los 

polifenoles. Además, esta limpieza también ayudó a reducir en parte el filtro interno. 

En las condiciones óptimas de medida, se estableció la matriz de calibración en el rango 

de concentraciones en las que se habían encontrado los analitos en las muestras de vino. Por 

otro lado, también se preparó un conjunto de muestras de validación y, además, se utilizaron 

las muestras de vino determinadas cromatográficamente como un segundo conjunto de 

muestras de validación, tomando los valores predichos como valores nominales. 

Tras la obtención de las EEMs, estas fueron corregidas mediante el empleo de la rutina 

EEM_corr para eliminar la dispersión Rayleigh. Después, se utilizó PARAFAC para determinar el 

número de componentes y predecir la concentración de las muestras. El número de 

componentes óptimo, tanto por el criterio CORCONDIA como por el ajuste del sistema, fue tres. 

Estos componentes se correspondían con TRP, un componente desconocido y TYR, 
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respectivamente. Para su obtención, se empleó como restricción la no negatividad en todos los 

modos, ya que ni las concentraciones ni los espectros pueden tomar valores negativos. En la 

Figura 19 se muestra la comparativa entre las EEMs obtenidas de patrones de TRP y TYR y los 

componentes 1 y 3, respectivamente. 

En estas condiciones, se procedió a predecir las concentraciones de ambos conjuntos de 

muestras de validación. Las predicciones para las muestras de validación en vino sintético fueron 

adecuadas para ambos analitos. Sin embargo, al predecir las muestras reales de vino, la 

predicción fue solo adecuada en el caso de las concentraciones de TYR. Las concentraciones de 

TRP, por su parte, no fueron bien predichas, probablemente debido a las bajas concentraciones 

presentes en las muestras de vino, así como la menor intensidad de fluorescencia de este 

analito. Además, su máximo de fluorescencia se encuentra en la zona de UV (301 nm), por lo 

que podría haberse visto más afectado por el resto de componentes del vino.  

A pesar de ello, y debido a que TYR era el analito más influyente, la monitorización del 

proceso de vinificación se pudo realizar gracias a la cuantificación de este analito. Así, se 

obtuvieron las EEMs correspondientes a todas las muestras de vino recogidas durante el proceso 

de vinificación y se predijo la concentración de TYR en las mismas. Se pudo comprobar que la 

concentración de TYR desde el mosto inicial hasta el comienzo de la fermentación maloláctica 

fue aumentando progresivamente, hasta casi doblar su valor. A partir de ese momento, la 

concentración de TYR fue sufriendo altibajos, que podrían explicarse debido a dos razones. En 

primer lugar, el vino es un medio vivo, en el que las propias levaduras son las responsables de 

homogeneizar la muestra dentro de la cuba. Por esta razón, la homogenización puede no ser 

total, y aparecer más variaciones de las esperadas. Por otro lado, durante el proceso de 

vinificación se producen dos procesos opuestos al mismo tiempo: consumo de TYR por parte de 

las levaduras y su transformación en TYM, y proteólisis y autolisis de las levaduras que aumenta 

la concentración de TYR.  

Finalmente, se encontró un pequeño incremento en la concentración de TYR en el último 

día, que podría emplearse como indicador de que la fermentación maloláctica ha terminado y 

es hora de trasferir el vino a las botellas. Así pues, el método desarrollado podría permitir la 

monitorización del proceso de vinificación de forma más sencilla, rápida y económica que 

empleando la cromatografía de líquidos.  
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El trabajo experimental llevado a cabo en esta Tesis ha permitido la obtención de las 

siguientes conclusiones: 

1. Se ha optimizado una nueva reacción de derivatización de glioxal y metilglioxal 

con el nuevo reactivo derivatizante 3,4-DAP. Los derivados obtenidos han sido 

separados y cuantificados mediante cromatografía líquida de alta resolución con 

detección fluorescente en menos de cuatro minutos. El método se ha aplicado a 

diferentes muestras de vino, sin necesidad de limpieza ni tratamiento previo. 

 

2. Se ha puesto a punto el proceso simultáneo de derivatización y extracción de 

glioxal en muestras de vino y cerveza mediante el empleo de micro-extracción 

líquido-líquido dispersiva. El método desarrollado redujo drásticamente el tiempo 

de reacción entre glioxal y 3,4-DAP, mejorando los métodos encontrados en la 

bibliografía, y con la ventaja añadida de ser selectivo para el glioxal debido a su 

alta reactividad. 

 
3. Se ha desarrollado un nuevo método para la determinación de ocho ABs mediante 

cromatografía de líquidos con detección fluorescente tras su derivatización con 

OPA. El método se ha aplicado a diferentes muestras de vinos monovarietales, sin 

que se encontraran diferencias significativas entre los perfiles obtenidos en vinos 

jóvenes y robles. Se ha estudiado si existían diferencias en el perfil de ABs en base 

a las condiciones de almacenamiento de botellas abiertas. Así, se compararon tres 

vinos con diferentes grados de envejecimiento, almacenados a dos temperaturas 

y con dos tipos de cierre durante un total de 30 días. La aplicación de diferentes 

algoritmos clasificatorios permitió la diferenciación de los vinos en base a su 

envejecimiento (PCA y CA) y las condiciones de almacenamiento (DA), con un 

100% de acierto. Los resultados obtenidos sugirieron que las mejores condiciones 

para almacenar botellas de vino abiertas son tapón de corcho y temperatura de 

refrigeración, ya que previenen el incremento en las concentraciones de 

histamina y tiramina. 

 
4. Se ha ampliado y, por tanto, mejorado dicho método cromatográfico mediante la 

introducción como analitos de los AAs precursores de dichas ABs. Además, la 

derivatización de los mismos se produce en línea con la inyección, consiguiéndose 

la determinación de 17 analitos en menos de 30 minutos (derivatización + 

separación). El método fue validado en muestras de vino y cerveza y se aplicó a 
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muestras de cerveza artesana recogidas durante el proceso de elaboración, 

concretamente, durante el paso de fermentación. El perfil obtenido de AAs y ABs 

no sufrió muchos cambios a lo largo de los días, y, a pesar de que casi todos los 

AAs estaban presentes en el mosto inicial, solo tres ABs fueron detectadas en las 

muestras, lo que parecía indicar que los microorganismos responsables de la 

descarboxilación de los AAs no estaban presentes. Esto es un indicador de la 

buena calidad microbiológica de las muestras analizadas. 

 
5. Se ha aplicado una estrategia combinada de diferentes algoritmos 

quimiométricos, tanto paramétricos como no paramétricos, para la obtención de 

información cualitativa y cuantitativa sobre un sistema de histamina en presencia 

de histidina, en muestras acuosas. Los datos electroquímicos con los que se 

trabajó se obtuvieron mediante la aplicación de voltamperometría diferencial de 

pulso, empleando un electrodo de carbono vitrificado. La variación de las 

concentraciones de histamina y del pH del medio permitieron obtener datos de 

segundo orden, obteniéndose un conjunto de datos no trilineales de tipo III, que, 

en base a nuestro conocimiento, han sido empleados con fines de cuantificación 

por primera vez. 

 
6. Se ha propuesto una nueva metodología para la cuantificación de tirosina en 

muestras de vino mediante el empleo de EEMs y PARAFAC, gracias a su 

fluorescencia nativa. Tras un análisis exploratorio (PCA y CA), la tirosina resultó 

ser el analito más influyente en la varianza de los perfiles de ABs y AAs obtenidos 

cromatográficamente, en muestras de vino recogidas durante el proceso de 

vinificación. El método desarrollado se empleó para la monitorización del proceso 

de vinificación, y los cambios en la concentración de tirosina permitieron 

determinar los puntos de inicio y fin de la fermentación maloláctica. De esta 

forma, las EEMs podrían emplearse como una metodología mucho más barata y 

rápida para monitorizar el proceso de vinificación.  
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NÚMEROS 

1,2-DAB: 1,2-diaminobenceno 

2,3-DAP: 2,3-diaminopiridina 

2D q-NMR: Resonancia Magnética Nuclear cuantitativa bi-dimensional, por sus siglas en inglés 

“2D Quantitative-Nuclear Magnetic Resonance” 

3,4-DAP: 3,4-diaminopiridina 

4-MPD: Hidrocloruro de 4-metoxi-orto-fenilendiamina 

 

A 

AA(s): Aminoácido(s) 

AB(s): Amina(s) biógena(s) 

ACN: Acetonitrilo 

AECAI: Asociación Española de Cerveceros Artesanos Independientes 

AGEs: Productos de glicación avanzada, por sus siglas en inglés “Advanced Glycation End 

products” 

AGM: Agmatina 

ALS: Mínimos cuadrados alternantes, por sus siglas en inglés “Alternating Least Squares” 

ANNs: Redes neuronales artificiales, por sus siglas en inglés “Artificial Neural Networks” 

aq.: Disolución acuosa 

AQC: 6-aminoquinolil-N-hidroxisuccinimidilcarbamato 

ARG: Arginina 

 

B 

BAI: Índice de aminas biógenas, por sus siglas en inglés “Biogenic Amine Index” 

BLS: Mínimos cuadrados bilineales, por sus siglas en inglés “Bilinear Least Squares” 

Bnz-Cl: Cloruro de benzoilo 
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C 

CA: Análisis Clúster, por sus siglas en inglés “Cluster Analysis” 

CAD: Cadaverina 

CE: Electroforesis capilar, por sus siglas en inglés “Capillary Electrophoresis” 

CNBF: 2-cloro-1,3-dinitro-5-(trifluorometil)benceno 

CORCONDIA: Test de consistencia del modelo, por sus siglas en inglés “CORe CONsistency 

DIAgnostic” 

CP: Componente principal 

CZE: Electroforesis capilar de zona, por sus siglas en inglés “Capillary Zone Electrophoresis” 

 

D 

DA: Análisis discriminante, por sus siglas en inglés “Discriminant Analysis” 

DAD: Detector de arreglo de diodos, por sus siglas en inglés “Diode Array Detector” 

DAO: Enzima diamino oxidasa 

DDP: Sulfato de 5,6-diamino-2,4-hidroxipirimidina 

DEEMM: Dietoximetilenmalonato 

DLLME: Micro-extracción líquido-líquido dispersiva, por sus siglas en inglés “Dispersive Liquid-

Liquid Micro-Extraction” 

DNPH: 2,4-dinitrofenilhidracina 

Dns-Cl: Cloruro de dansilo 

DO: Denominación de Origen 

 

E 

EEM: Matrices de excitación-emisión, por sus siglas en inglés “Excitation Emission Matrices” 

EJCR: Región Elíptica de Confianza Conjunta, por sus siglas en inglés “Elliptical Joint Confidence 

Region” 
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ENAC: Entidad Nacional de Acreditación 

ETA: Etanolamina 

 

F 

FD: Detector de fluorescencia, por sus siglas en inglés “Fluorescence Detector” 

FID: Detector de ionización de llama, por sus siglas en inglés “Flame Ionization Detector” 

 

G 

GC: Cromatografía de gases, por sus siglas en inglés “Gas Chromatography” 

GCE: Electrodo de carbono vitrificado, por sus siglas en inglés “Glassy Carbon Electrode” 

GL: Glioxal 

GLU: Ácido glutámico 

GLY: Glicina 

 

H 

HAc: Ácido acético 

HFBA: Ácido heptafluorobutírico 

HFo: Ácido fórmico 

HIM: Histamina 

HIS: Histidina 

HPLC: Cromatografía líquida de alta resolución, por sus siglas en inglés “High Performance Liquid 

Chromatography” 

 

I 

IGP: Indicación Geográfica Protegida 

IR: Espectroscopía de infrarrojos 
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L 

LC: Cromatografía líquida, por sus siglas en inglés “Liquid Chromatography” 

LIF: Fluorescencia inducida por láser, por sus siglas en inglés “Laser Induced Fluorescence” 

LOD: Límite de detección, por sus siglas en inglés “Limit Of Detection” 

LOQ: Límite de cuantificación, por sus siglas en inglés “Limit Of Quantification” 

LYS: Lisina 

 

M 

MAO: Enzima monoamino oxidasa 

MCR: Resolución multivariada de curvas, por sus siglas en inglés “Multivariate Curves 

Resolution” 

MECK: Cromatografía micelar electrocinética, por sus siglas en inglés “Micellar ElectroKinetic 

Chromatography” 

MeOH: Metanol 

MGL: Metilglioxal 

MLP: Redes de perceptrón multicapa, por sus siglas en inglés “Multilayer Perceptron Networks” 

MS: Detector de espectrometría de masas, por sus siglas en inglés “Mass Spectrometry” 

MSPD: Dispersión de matriz en fase sólida, por sus siglas en inglés “Matrix Solid Phase 

Dispersion” 

 

N 

NaAc: Acetato de sodio 

NAC: N-acetil-L-cisteína 

NIR-HSI: Infrarrojo cercano hiperespectral, por sus siglas en inglés “Near InfraRed HyperSpectral 

Imaging” 

NIRS: Espectroscopía de infrarrojo cercano, por sus siglas en inglés “Near-InfraRed 

Spectroscopy” 
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NPD: Detector de nitrógeno/fósforo, por sus siglas en inglés “Nitrogen Phosphorus Detector” 

NPDA: 4-nitro-1,2-fenilendiamina 

 

O 

OCT: Octilamina 

OIV: Organización Internacional de la Viña y el Vino 

OLS: Mínimos cuadrados ordinarios, por sus siglas en inglés “Ordinary Least Squares” 

OPA: Orto-ftalaldehído 

OPD: Orto-fenilendiamina 

 

P 

PARAFAC: Análisis paralelo de factores, por sus siglas en inglés “PARArell FACtor analysis” 

PCA: Análisis de componentes principales, por sus siglas en inglés “Principal Components 

Analysis” 

PEA: 2-feniletilamina 

PFBHA: Orto-(2,3,4,5,6-pentafluorobencil)-hidroxilamina 

PHE: Fenilalanina 

PI: Patrón interno 

PLS: Mínimos cuadrados parciales, por sus siglas en inglés “Partial Least Squares” 

PRESS: Suma cuadrática de los errores predichos, por sus siglas en inglés “PRedicted Error Sum 

of Squares” 

PUT: Putrescina 

PVPP: Polivinilpolopirrolidona 
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R 

RBF: Funciones de base radial, por sus siglas en inglés “Radial Basis Functions 

RBL: Bilinealización residual, por sus siglas en inglés “Residual Bi-Linearization” 

RCS: Especies reactivas de carbono, por sus siglas en inglés “Reactive Carbonyl Species” 

RMN: Resonancia Magnética Nuclear 

ROS: Especies reactivas de oxígeno, por sus siglas en inglés “Reactive Oxigene Species” 

RSD: Desviación estándar relativa, por sus siglas en inglés “Relative Standar Deviation” 

 

S 

SER: Serina 

SERS: Espectrometría RAMAN aumentada en la superficie, por sus siglas en inglés “Surface 

Enhanced Raman Spectroscopy” 

SPME: Micro-extracción en fase sólida, por sus siglas en inglés “Solid Phase Micro-Extraction” 

SVD: Descomposición en valores singulares, por sus siglas en inglés “Singular Value 

Decomposition” 

SVM: Máquinas de vectores de soporte, por sus siglas en inglés “Support Vector Machines” 

 

T 

TEA: Trietilamina 

TFA: Ácido trifluoroacético 

TFEH: Trifluoroetil hidracina 

THF: Tetrahidrofurano 

TRI: 2,4,5-triamino-6-hidroxipirimidina 

TRIS: Trisaminometano 

TRP: Triptófano 

TRY: Triptamina 
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TYM: Tiramina 

TYR: Tirosina 

 

U 

UNE: Asociación Española de Normalización, por las siglas de “Una Norma Española” 

UPLC: Cromatografía líquida de ultra-alta resolución, por sus siglas en inglés “Ultra-high 

Performance Liquid Chromatography” 

U-PLS: Mínimos cuadrados parciales desdoblados, por sus siglas en inglés “Unfolded Partial Least 

Squares” 

 

W 

WLS: Mínimos cuadrados ponderados, por sus siglas en inglés “Weighted Least Squares” 

 

Y 

YAN: Nitrógeno asimilable por levaduras, por sus siglas en inglés “Yeast Assimilable Nitrogen” 

 

 




	Agradecimientos
	Índice - sin artículos
	Resumen
	Objetivos
	Portadas capítulos
	CAPÍTULO I - Introducción
	Referencias
	CAPÍTULO II - Resultados y Discusión
	CAPÍTULO III - Conclusiones
	Portadas artículos - sin artículos
	Anexo I - Abreviaturas y Acrónimos - sin articulos
	Página en blanco
	Página en blanco
	Página en blanco
	Página en blanco
	Página en blanco
	Página en blanco
	Página en blanco
	Página en blanco
	Página en blanco
	Página en blanco
	Página en blanco
	Página en blanco
	Página en blanco
	Página en blanco
	Página en blanco
	Página en blanco
	Página en blanco



