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Capitulo 2.

Casos de Estudio. Frutas y Compuestos
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‘Las ciencias tienen raices amargas, pero muy dulces los frutos

Aristoteles, filosofo griego (384-322a.C.)






Capitulo 2. Casos de estudio. Frutas y compuestos

El objeto de estudio de este trabajo se centra en la recuperacién y concentracién de
aromas de fruta. Puesto que en los zumos de fruta el disolvente de sus componentes
(aztcares, aromas y demads) es el agua, se ha trabajado con disoluciones sintéticas o
modelo que contienen el aroma impacto caracteristico de la fruta a estudiar disuelto en
una mezcla agua/etanol empleada como disolvente. La adicién de etanol en mayor o
menor medida es necesaria para solubilizar adecuadamente el compuesto aromatico
objeto de estudio. Se han seleccionado aromas impacto de dos frutas diferentes debido a

sus diferentes propiedades, interés comercial y novedad cientifica: la pera y el ardndano.

A continuacién se procederd a plantear la importancia de las frutas seleccionadas para
este estudio, la caracterizacién de sus aromas y la seleccién de los aromas impacto, asi
como la descripcién de los reactivos y los equipos y métodos analiticos empleados tanto

para la determinacién cualitativa como para su cuantificacién.
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1. Frutas seleccionadas y sus aromas: caracterizacion y analisis
1.1. La pera

La pera (Pyrus communis L.) pertenece, junto con la manzana y el membrillo, al grupo de
frutas conocidas como frutas “pome” (Morton & Macleod, 1990). Esta fruta pertenece a la
familia de las Rosdceas, que incluye mas de 2.000 especies de plantas herbaceas, arbustos
y arboles distribuidos por regiones templadas de todo el mundo. Su forma depende de la
variedad que se trate, asi como su sabor, textura y color, que va desde el amarillo hasta el
verde pasando por el rojo y el pardo. Se consumen tanto como frutas de mesa, como

procesadas.

En la Figura 2.1 se recogen los datos estadisticos de la produccién mundial de pera en el
afio 2005. Se observa como Espafia ocupa el cuarto lugar por detras de China, Italia y

EstadosUnidos.

ltaliz China
[ Ea%

Figura 2.1. Produccién mundial de pera fresca en 2005. Fuente: Direccion de Industria Alimentaria de
Argentina sobre la base de datos del Departamento de Agricultura de Estados Unidos (United States
Department of Agriculture, USDA).

En Espana en 2004 se produjeron un total de 609.461 Tm de peras y 639.809 Tm en 2005,

y las comunidades con mayor nivel de produccién fueron Catalufia y Aragén (Anuario de
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Capitulo 2. Casos de estudio. Frutas y compuestos

Estadistica Agroalimentaria 2006, Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimentacién de
Espafia). Las exportaciones de pera por parte de Espafia son muy superiores a las
importaciones, asi por ejemplo, en 2005 las exportaciones al resto del mundo fueron
148.365 Tm mientras que las importaciones sélo alcanzaron las 56.427 Tm, siendo nuestro

principal comercio con el resto de paises de la Unién Europea.

1.1.1. Identificacion de los aromas de pera

Se encuentran pocos trabajos centrados sobre el aroma de la pera. Los primeros
cromatogramas se publicaron en 1961 por Buttery & Teranishi, y posteriormente se
hicieron andlisis de esencia de pera mediante cromatografia HPLC (High Performance
Liquid Chromatography) (Russel et al., 1981; Quamme, 1984). En la Tabla 2.1 se recoge
una revisién bibliogréfica de trabajos que tratan sobre la identificacién de los aromas

caracteristicos de la pera:

Tabla 2.1. Revision bibliografica de analisis de compuestos volatiles de pera (Morton & Macleod,

1990).
Referencia ;Tgi:idén ol Iri]g(l)is(?s Especie de pera
Buttery & Teranishi (1961) Vapor GC Comice d’Anjou
Gasco et al. (1969) Concentracion de zumo GC —
Heinz & Jennings (1966) Esencia GC, IR Bartlett
Jennings & Tressl (1974) Trampa Porapak GC Bartlett
Paillard et al. (1970) Trampa fria GC Passe-Crassane
Quamme (1984) Destilacion-extraccion HPLC Varios tipos
Romani & Ku (1966) Headspace GC Bartlett
Russel et al. (1981) Destilacion-extraccion GC, HPLC Varios tipos
Strandjev (1982) Esencia GC Beurré Will,, Passe-

Crassane
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En estos trabajos, se encuentra que entre los compuestos mds identificados, estan
presentes los ésteres, principalmente los metil y etil ésteres, y los alcoholes de cadena Ci-
Cs. El olor de la pera es muy discreto y contiene altas proporciones de constituyentes de
alto peso molecular. Jennings & Sevenants (1964) y Suwanagul & Richardson (1998)
encontraron que los ésteres del dcido 2,4- decanoico eran aromas impacto del olor de pera
Bartlett y que poseen un fuerte aroma a pera. El etil trans-2-cis-4-decadienoato se
identificé como constituyente tipico del olor de la pera Bartlett. En el cromatograma de la
fraccién volatil del extracto de éter los picos mds abundantes son los del metil y el etil
trans-2-cis-4-decadienoato (Heinz et al., 1966). Estudios de cromatografia de gases, HPLC
y evaluacién sensorial han mostrado que altas concentraciones de decadienoatos son
caracteristicas de la pera Bartlett y de otras variedades con aroma similares (Quamme,

1984).

De forma adicional a los resultados en la literatura, en este trabajo se procedid a la
determinacidn cualitativa de los compuestos aromaticos de la variedad de pera Bartlett. Se
emplearon procedimientos analiticos desarrollados a partir de métodos descritos en
investigaciones previas (Cigi¢ et al., 1999; Chervin et al., 2000) para el andlisis de perfiles
aromdticos de pera Bartlett identificando grupos de ésteres, alcoholes, hidrocarburos,

aldehidos y cetonas.

Para la extraccién de los aromas, se emple6 la técnica de micro-extraccién en fase sdlida
empleando una fibra de SPME (solid-phase micro-extraction) con fase estacionaria de
polidimetilsiloxano (PDMS) de 100 pm de espesor de recubrimiento de la casa comercial
Sigma-Aldrich. La fibra es acondicionada mediante desorcién térmica en el puerto de
inyeccién del cromatégrafo de gases a una temperatura de 250°C durante 30 minutos.
Después de acondicionada, la fibra se retrae en la aguja y se retira del puerto de

inyeccidn.

Las peras fueron compradas en establecimientos de venta de alimentos en estado

comercial de madurez, se licuaron, el zumo se filtré (filtro Supelco de 0.45 um) y se
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Capitulo 2. Casos de estudio. Frutas y compuestos

tomaron 20 mL que fueron introducidos en un vial de cromatograffa de 20 mL de
capacidad. El vial fue cerrado herméticamente mediante un tapén con septum de
silicona/Teflén. Se introdujo el vial en un bafio a 50°C durante 10 minutos. Después se
inserto la fibra de SPME en el vial durante 30 minutos a 50°C. La desorcién de los aromas
en el puerto de inyeccién del cromatégrafo de gases (GC) se hizo a 250°C durante 5

minutos empleando un flujo de helio de 1 mL min™ como gas portador o carrier.

La identificacién de los compuestos volatiles se llevé a cabo mediante cromatografia de
gases con detector de espectrometro de masas (GC-MS). El equipo empleado fue un
cromatdgrafo Hewlett Packard 6896 con un espectrometro de masas de cuadrupolo 5973.
Se utilizé una columna de cromatografia de gases de alta resolucién DB-Wax (30 m x 0.25
mm ID x 0.25 pm de pelicula de fase estacionaria) de la casa Agilent J&W. Se usé6 helio
como carrier a 1 mL min? y una relacién de split de 1:50. El programa de temperatura del
horno sigue la secuencia 2 minutos a 45°C, se calienta hasta 180°C a una velocidad de 3°C
min™ y se mantiene a 250°C durante 3 minutos mas. La temperatura del inyector fue de
250°C y las temperaturas de la fuente de iones y del cuadrupolo fueron 170 y 130°C
respectivamente. La ionizacién de la muestra se produce mediante impacto electrénico

con una energia de electrén de 70 eV.

Para la adquisicién de datos del espectrémetro de masas se empled el software
ChemStation y los espectros de masa se compararon con los almacenados en la librerfa
NIST para identificar los compuestos. Para la confirmacién de la presencia de 2,4-
decadienoato de etilo, adicionalmente se analiz6 una muestra de pera licuada dopada con
el compuesto adquirido como reactivo analitico. En la Figura 2.2 se muestra el
cromatograma obtenido del andlisis anteriormente descrito. Se identificaron 5 picos
mayoritarios: (1) acetato de butilo tz= 1.5 min, (2) acetato de hexilo, tr= 10.5 min, (3) 2,4-
decadienoato de metilo, tr= 32 min, (4) 2,4-decadienoato de etilo, tre= 33.7 min, (5) 1,3-
dihidroxipropanona, tr=41.5 min. Estos resultados confirman la presencia del 2,4-

decadienoato de etilo y estdn de acuerdo con otros trabajos sobre la autentificacién del
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aroma de pera usando como técnica analitica cromatograffa de gases con espectrometria

de masa con relacién de isdtopos (Kahle et al., 2005).
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Figura 2.2. Cromatograma GC-MS del analisis cualitativo de los compuestos volatiles constituyentes
del aroma caracteristico de la pera Bartlett. Picos identificados: (1) acetato de butilo (1.5 min), (2)
acetato de hexilo (tg= 10.5 min), (3) 2,4-decadienoato de metilo (tg= 32 min), (4) 2,4-decadienoato de
etilo (tg= 33.7 min), (5) 1,3-dihidroxipropanona (tg=41.5 min).
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1.1.2. Cuantificacion del 2,4-decadienoato de etilo

La concentracién de trans-2-cis-4-decadienoato de etilo presente en la pera varia mucho
dependiendo del estado de madurez de la fruta y las condiciones de almacenamiento
(Lopez et al.,, 2001). Suwanagul & Richardson (1998) identificaron los compuestos
aromaticos presentes en diferentes variedades de peras y determinaron su concentracion.
En la variedad de pera Barlett encontraron la presencia de una concentraciéon de trans-2-
cis-4-decadienoato de etilo expresada en masa de aroma por unidad de peso de muestra de
fruta y por unidad de volumen de aire del espacio de cabeza de 478.2 ng/kg/100L, que
representa el 1.9 % de la concentracién de todos los aromas identificados. Riu-Aumatell
et al. (2004) han llevado a cabo la evaluacién del perfil aromatico de los zumos de frutas y
néctares de varias frutas, entre las que se encuentra la pera procedente tanto de Espaiia
como de Italia. Llevan a cabo medidas semicuantitativas de los compuestos identificados
encontrando que el contenido de trans-2-cis-4-decadienoato de etilo presente en el zumo

de pera se corresponde con un 22.7+12.7 % de la concentracién del aroma total.

Valores absolutos de concentracién son citados por Cigi¢ & Zupanci¢-Kralj (1999), que
hacen una evaluacién sensorial del brandy de pera Barlett. Se determina que los
componentes mayoritarios del aroma eran los ésteres del acido decadienoico de etilo, y en
concreto, indicaban rangos de concentracién de trans-2-cis-4-decadienoato de etilo
comprendidos entre 48-68 mg L!. Las concentraciones de este compuesto en la pera y sus
productos derivados para el consumo se encuentran habitualmente en el rango de 0.01-10

mg kg (Natural Advantage, 2007).

Concentrados aromaticos de 150-fo/dsy 3000-/0/ds procedentes de la empresa Nufri han
sido analizados para determinar la presencia del 2,4-decadienocato de etilo y poder
determinar su concentracién. Para analizar la concentracién de 2,4-decadienoato de etilo
se emple6 la cromatografia de gases. El equipo empleado en la determinacién analitica ha
sido un cromatdgrafo de gases modelo GC-2010 de la casa Shimadzu, con detector de

ionizacién de llama (FID) y con inyector automatico y carrusel de 150 viales. El equipo
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permite la inyeccién de las muestras de forma automatica. La columna utilizada es una
DB-Wax, que posee polietilenglicol como fase estacionaria, de dimensiones 10 m x 0.10
mm x 0.20 pm, suministrada por la casa comercial Agilent Technologies (Madrid,
Espafia). El detector utilizado es de ionizacién de llama (FID). El detector consiste en un
quemador de hidrégeno/oxigeno, donde se mezcla el efluente de la columna con

hidrégeno.

Las caracteristicas del método de andlisis se resumen en la Tabla 2.2.

Tabla 2.2. Parametros caracteristicos del método analitico de GC-FID del 2,4-decadienoato de etilo en

el concentrado de aroma de pera real.

Parametro Valor
Auto- Volumen inyectado (uL) 1.0
TLES TR Volumen de limpieza con muestra (pL) 8
Modo de inyeccion Split
Temperatura (°C) 250
IrycsE Gas portador He
Tipo de control de flujo Velocidad constante
Velocidad lineal (cm s™) 50
Relacion de split 1:10
Temperatura inicial (°C) 60
Tiempo mantenida la Temp. inicial (min) 1
Horno Temperatura final (°C) 230
Tiempo mantenida la Temp.final (min) 1
Velocidad de calentamiento (°C min™") 35.0
Temperatura (°C) 300
Gas makeup Ny/Aire
Detector Flujo de N, (mL min™) 35
Flujo de aire (mL min™) 350
Flujo de H, (mL min™) 30

Mediante estos andlisis se determina que en el concentrado aromdtico de 150-folds,

Figura 2.3, hay una gran presencia de la fraccién mas volatil de los aromas de pera, y se
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observa que contiene una concentracién aproximada de 2,4-decadienoato de etilo

(tr=3.920 min) de 15 mg kg™

Intenzity
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Figura 2.3. Cromatograma GC-FID del analisis de los compuestos volatiles del concentrado de aroma

de pera de 150-folds de la empresa Nufri.

En el concentrado de 3000-folds, aumentan mucho las concentraciones de ciertos
compuestos, sobre todo la fraccién mads volatil, Figura 2.4. En la zona donde deberia estar
el 2,4-decadienoato de etilo, los picos no se distinguen adecuadamente. Para comprobar la
presencia del aroma impacto se dopa la muestra con el reactivo comprado a Sigma
Aldrich. Se observa que el pico correspondiente al 2,4-decadienoato de etilo en la
muestra dopada no coincide con ningtn pico de la muestra sin dopar. Esto podria indicar
que el 2,4-decadienoato de etilo es un compuesto pesado que tiene tendencia a ser
arrastrado a los fondos de la columna de destilacién utilizada en la etapa de recuperacién

de aromas.
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1.1.3. Caracteristicas del 2,4-decadienoato de etilo

Una vez estudiada la bibliografia y teniendo en cuenta los resultados analiticos obtenidos
y mostrados en la Figura 2.2, se selecciona el 2,4-decadienoato de etilo como compuesto
impacto de la pera para el estudio de su separacién y concentracién. Su estructura

quimica se muestra en la Figura 2.5:

Figura 2.5. Estructura del 2,4- decadienoato de etilo

Debido a los dos dobles enlaces presentes en esta molécula, existen cuatro isémeros de la
misma: trans-trans-; cis-cis-; cis-trans- y trans-cis-. Todos los isémeros descritos se
pueden detectar y diferenciar ficilmente mediante cromatografia de gases. El isémero
mas abundante en el aroma de pera es, el 2-trans-4-cis- decadienoato de etilo y es el
isomero que se ha empleado para realizar este estudio. Pocos datos se encuentran de este
compuesto. En el Anexo I se incluyen las Hojas de datos de seguridad del mismo. Algunas

de las propiedades fisico-quimicas del 2,4-decadienoato de etilo se recogen en la Tabla

2.3.
Tabla 2.3. Propiedades fisico-quimicas del 2,4-decadienoato de etilo.
NUmero Punto de Densidad Solubilidad en Presion de
Peso molecular L
CAS ebullicion az25°C aguaa 25°C vapor a 20 °C
3025-30-7  196.29 g mol ! 260 °C 902 gL 8mgL’ <0.008 mmHg
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El valor de solubilidad fue obtenido experimentalmente. La metodologia empleada se
describe a continuacién. Se toma un decantador de 25 mL. Se rellena con 20 mL de agua
ultrapura Mili-Q (Millipore Corporation). Se cubre completamente la superficie con el
aroma. Se deja en una estancia a 25°C durante 8 dfas. Una vez alcanzado el equilibrio de
disolucién se procede a separar la fase acuosa y se analiza mediante cromatografia de
gases. Se repite el procedimiento 3 veces para calcular un valor promedio. Comparando el
valor obtenido experimentalmente con el estimado con el programa EPI SuiteTM,
desarrollado por la Corporacién de Investigacién de Siracusa (SRC) y la Agencia de
Proteccién Medioambiental de los Estados Unidos (EPA) (copyright 2000), que es de 8.6
mg L1, se observa que es muy préximo. De los datos de presién de vapor obtenidos a
diferentes temperaturas y que se han encontrado en diferentes fuentes, tales como Hojas
de datos de seguridad (Anexo I), se puede representar la Figura 2.6, donde se observa que
la presién de vapor, 2%, cumple la ley de Antoine, y se puede extrapolar las presiones de
vapor a otras temperaturas de operacién. Calculando la presién de vapor a 25°C aplicando
el ajuste representado en la Figura 2.8, se obtiene que 2#%(25°C)= 0.013 mmHg. Cuando se
estima este valor con el programa EPI SuiteTM, P#(25°C)= 0.017 mmHg. Se puede

observar pues la similitud entre los valores con ambos procedimientos.
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Figura 2.6. Dependencia de la presion de vapor, P del 2,4-decadienoato de etilo con la temperatura

segun la ley de Antoine (y=6.5-10" ¢®%%), ’=0.95).
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1.1.4. Método analitico del 2,4-decadienoato de etilo

Para analizar la concentracién de 2,4-decadienoato de etilo se empled la cromatografia de
gases. El equipo utilizado fue el GC-2010 de Shimadzu con detector de llama acoplado
(FID). Las caracteristicas del método de andlisis son similares a las empleadas en el
método mostrado en la Tabla 2.2, aunque las condiciones de la rampa de temperatura son

ligeramente diferentes y se muestran en la Tabla 2.4.

Tabla 2.4. Valores de la rampa de temperaturas del hormo caracteristico del método analitico de GC-

FID del 2,4-decadienoato de etilo.

Parametro Valor
Temperatura inicial (°C) 60
Tiempo mantenida la Temp. inicial (min) 0
Horno Temperatura final (°C) 230
Tiempo mantenida la Temp.final (min) 1
Velocidad de calentamiento (°C min™) 55,5

Un cromatograma caracteristico del analisis de una disolucién modelo de 2,4-
decadienoato de etilo se presenta en la Figura 2.7. La linea rosa representa la rampa de
temperaturas en el horno. El pico a un & de 0.770 minutos corresponde al etanol y el de

tr=2.301 min es el correspondiente al aroma.

Para determinar cuantitativamente las concentraciones de aroma de las muestras
analizadas se precisa obtener una curva de calibrado, para lo cual es necesario la
preparacion de unos patrones que poseen diferentes concentraciones de aroma dentro del
rango en el que se encuentran las muestras y todas ellas con una concentracién constante
de etanol. En la Figura 2.8 se muestra una recta de calibrado tipica de la concentracién de

2,4-decadienoato de etilo en disolucién modelo.
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Figura 2.7. Cromatograma caracteristico del analisis GC-FID del 2,4-decadienoato de etilo en

disolucion sintética agua/etanol/aroma.
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Figura 2.8. Recta de calibrado del 2,4-decadienoato de etilo en disolucion sintética agua/etanol/aroma

al 30 % v/v de etanol (y=1.6-10"x, r’=0.999).
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1.2. El arandano

El arandano o bilberry (Vaccinium myrtillus L) pertenece a la familia de los “berries” o
bayas (Morton & Macleod, 1990). Esta familia incluye especies herbaceas y de arbusto
que contienen frutos comestibles que a su vez pertenecen a varias familias botanicas tales
como la Rosaceae (fresa, frambuesa), Ericaceae (arandano: blueberry, bilberry),

Saxifragaceae (grosella: currants, gooseberry) y Vitaceae (uva).

El ardndano se consume tradicionalmente en Norteamérica (EE.UU. y Canada), y algunos
paises europeos como asi también en Japén. Estados Unidos es el principal productor,

consumidor, exportador e importador de arandano del mundo (fuente: FAO).

El ardndano aparece en forma silvestre en diversas regiones de Norteamérica y Europa
desde hace siglos, estd incorporado en la dieta habitual de canadienses, estadounidenses y
europeos, quienes la consumen como fruta fresca, deshidratada o congelada, en comidas
dulces o saladas, y se utiliza en aplicaciones industriales tan diversas como productos
farmacéuticos, colorantes, pastelerfa, jugos concentrados, purés, mermeladas, salsas,
helados, yogures, golosinas, conservas, etc. Canadd y los Estados Unidos consiguen casi el
90% de la produccién mundial de arandano, de los cuales, un 70% corresponde a cultivo
silvestre y un 30% a cultivado. Otras importantes naciones productoras Europeas son
Alemania, Francia, Polonia, Holanda, Austria, Espaiia e Italia. La tendencia de consumo
del ardndano y otras bayas (frambuesas, moras, zarzas), es creciente en Norteamérica,
Canadd y algunos paises europeos por la incorporacién progresiva del concepto de la

alimentacidén sana y natural (Barret et al., 2005).

El hébitat natural de los ardindanos en Espaiia se encuentra localizado en Los Pirineos y
Picos de Europa. Existen en la actualidad algunas plantaciones localizadas en la provincia
de Céceres, Asturias y Huelva. El principal destino de los ardndanos en Espafa es la
exportaciéon como producto fresco, asi como la industria congeladora y conservera. (De la

Jara Ayala, 1987).
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1.2.1. Identificacion de los aromas del arandano

Los compuestos voldtiles de las bayas han sido estudiados muy extensamente en las
tltimas décadas (Morton & Macleoid, 1990). En estos estudios resulta muy importante el
método de aislamiento de los aromas que incluyen varios tipos de extraccién con
disolventes y destilaciones y concentraciones de volatiles en espacio de cabeza. En
muchos casos, la evaluacién sensorial ha sido utilizada junto con la identificacién
instrumental de los compuestos volatiles para determinar la cualidad del aroma y la
importancia de los aromas de las bayas, es decir, obtener informacién referente a la fuerza

e impacto de los componentes olorosos.

La caracterizacién quimica de los aromas de los ardndanos ha sido investigada por von
Sydow & Anjou (1969), von Sydow et al. (1970), Parliment and Kolor (1975, 1976), Hirvi
& Honkanen (1983 a, b) y Horvat et al. (1983). En estos estudios, mas de 100 compuestos
volatiles han sido identificados. Von Sydow & Anjou (1969) sugirieron que los
compuestos impacto del aroma de los ardndanos son el trans-2-hexen-1-ol, 3-
metilbutanoato de etilo y el 2-metilbutanoato de etilo. Parliment & Kolor (1975) y
Parliment & Scarpellino (1977) enfatizaron la importancia del trans-2-hexenal, trans-2-

hexen-1-ol y el linalool sobre el olor caracteristico de los arandanos.

En este trabajo, de forma andloga a como se procedi6 con la pera, se hizo un analisis
cualitativo de los aromas presentes en una muestra de ardndanos licuada y filtrada. Para
ello se compraron los arandanos en estado comercial de madurez y se licuaron. El zumo
se filtré empleando un filtro Supelco de 0.45 pm y se tomaron 20 mL que fueron
guardados en un contenedor hermético de cristal con tapon inerte. La fraccién aromatica
es separada y concentrada mediante Extraccidén en Fase Sélida (SPE). Se empled como
fase sorbente resinas Lichrolut EN (Merck) y el lavado del cartucho se realizé con agua
Milli-Q y elucién con 1 mL de diclorometano. El extracto fue analizado mediante
cromatografia de gases con deteccién por Espectrometria de Masas (40-250 m/z). Se

emple6 una columna DB-WAXetr de 30 m x 0.25 mm x 0.25 pm. Los criterios empleados
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para la identificacién fueron la coincidencia del espectro de masas con el presente en las
librerias NIST05 y Wiley7n y la comparacion de los indices de retencién lineales. Los
procedimientos de extraccidn y el andlisis fueron realizados por el Laboratorio de Andlisis

del Aroma y Enologia, Universidad de Zaragoza, Espaiia.

El cromatograma obtenido se muestra en la Figura 2.9 donde se puede observar que hay 5
picos que son mayoritarios; (1) trans-2-hexenal, ¢z = 14.3 min (2) 2-butil-1-octanol, & =
16.2 min; (3) 1-hexanol, & = 18.1 min; (4) trans-2-hexen-1-ol, & = 20.2 min; (5) 1-
hexadecanol, %z = 47.7 min. El pico detectado a 50 minutos se identific6 como
tributilfosfato y se consider6 una contaminacién procedente de los filtros. Como se puede
observar, el trans-2-hexen-1-o0l es el componente mds abundante entre los compuestos

volatiles del ardndano después de preparar la muestra.
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1.2.2. Cuantificacion del trans-2-hexen-1-ol

Hirvi & Honkanen (1983) determinaron las concentraciones caracteristicas de los aromas
presentes en diferentes especies de arandanos encontrando que en la especie Vaccinium

myrtillus L. la concentracién aproximada de trans-2-hexen-1-ol era de 0.01 mg kg™

En este caso, empleando la muestra de arandanos licuada y filtrada que se utilizé durante
la identificacién aromadtica (apartado 1.2.1), se procedi6 a evaluar la concentracién de
trans-2-hexen-1-ol presente, Figura 2.10, empleando el método de andlisis mostrado en el
apartado 1.2.4. Como resultado, la concentracién de este compuesto observada en las

muestras licuadas de arandanos estaba comprendida en un rango entre 20-30 mg kg.
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Figura 2.10. Cromatograma GC-FID del analisis de los compuestos volatiles de una muestra real de

arandanos licuada y filtrada.
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1.2.3. Caracteristicas del trans-2-hexen-1-ol

Del estudio anterior se procede a seleccionar el trans-2-hexen-1-ol como aroma impacto
del ardndano a estudiar en este trabajo. Su estructura quimica se muestra en la Figura 2.11
y las propiedades fisico-quimicas mds importantes, extraidas de las hojas de datos de

seguridad del producto (Anexo I), se recogen en la Tabla 2.5.

CHs - CH2— CH2 - CH =CH -CH:20H

H3Co~~_-OH

Figura 2.11. Estructura del trans-2-hexen-1-ol.

Tabla 2.5. Propiedades fisico-quimicas del trans-2-hexen-1-ol.

NUmero Punto de Densidad Solubilidad en Presion de
Peso molecular -
CAS ebullicion a25°C aguaa25°C vapor a 20 °C
928-95-0  100.16 gmol ' 158-160°C 849 gL’ 16 g L-1 3 mmHg

El valor de solubilidad ha sido estimado mediante el programa de estimacién EPI Suite™
desarrollado por la Corporacién de Investigacién de Siracusa (Syracuse Research

Corporation, SRC) y la Agencia de Proteccién Medioambiental de U.S. (copyright 2000).

De los datos obtenidos en varias fuentes (Anexo I) se puede construir la dependencia de la
presion de vapor del trans-2-hexen-1-ol con la temperatura segin una expresién de

Antoine, Figura 2.12.
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Figura 2.12. Dependencia de la presion de vapor, P**, del trans-2-hexen-1-ol con la temperatura segin

la ley de Antoine (y=1.7-10"¢%%, 1’=0.99).

1.2.4. Método analitico del trans-2-hexen-1-ol

Para analizar la concentracién del trans-2-hexen-1-ol se empled la cromatografia de
gases, que al igual que para el aroma de pera, el equipo fue el GC-2010 de Shimadzu con
detector de llama acoplado (FID). Las caracteristicas del método de andlisis se resumen en

la Tabla 2.6.

Un cromatograma caracteristico del andlisis de una disolucién modelo de trans-2-hexen-
1-ol se presenta en la Figura 2.13. El pico a un ¢z de 0.849 minutos corresponde al etanol

y el de tz=4.069 min es el del aroma.

Para determinar cuantitativamente las concentraciones de aroma de las muestras
analizadas se precisa obtener una curva de calibrado, para lo cual es necesario la

preparacion de unos patrones que poseen diferentes concentraciones de aroma dentro del
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rango en el que se encuentran las muestras y todas ellas con una concentracién constante
de etanol. En la Figura 2.14 se muestra una recta de calibrado tipica de la concentracién

de trans-2-hexen-1-ol en disolucién modelo.

Tabla 2.6. Parametros caracteristicos del método analitico de GC-FID del trans-2-hexen-1-ol

Parametro Valor
Auto-muestreador Volumen inyectado (uL) 1.0
Volumen de limpieza con muestra (puL) 6
Modo de inyeccion Split
Temperatura (°C) 250
Inyector Gas portador He
Tipo de control de flujo Velocidad constante
Velocidad lineal (cm s™) 40
Relacion de split 1:10
Temperatura inicial (°C) 80
Tiempo mantenida la Temp. inicial (min) 2
Horno Temperatura final (°C) 230
Tiempo mantenida la Temp. final(min) 1
Velocidad de calentamiento (°C min™) 30
Temperatura (°C) 300
Gas makeup Ny/Aire
Detector Flujo de N, (mL min™) 35
Flujo de aire (mL min™) 350
Flujo de H, (mL min™) 30
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Figura 2.13. Cromatograma caracteristico del analisis GC-FID del trasn-2-hexen-1-ol en disolucion

sintética agua/etanol/aroma.
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Figura 2.14. Recta de calibrado del trans-2-hexen-1-ol en disolucion sintética agua/etanol/aroma al 3%

v/v de etanol (y=9-10"*x, 1’=0.999).
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2. Etanol y agua ultrapura

Las corrientes reales que contienen los aromas a estudiar son acuosas. Las disoluciones
sintéticas que se preparan son por tanto acuosas, sin embargo los aromas anteriormente
descritos son muy poco solubles en agua. Por tanto, para solubilizar los aromas en el agua

es preciso afadir una cierta cantidad (% v/v) de etanol.

El agua empleada en la preparaciéon de las disoluciones es agua ultrapura obtenida
mediante cartuchos Milli-Q Plus de la casa Millipore. Las caracteristicas del agua se

muestran en la Tabla 2.7:

Tabla 2.7. Caracteristicas del agua ultrapura Milli-Q.

Parametro Unidad Valor
Resistividad MQ.cm 18.2
COT Ppb <10

Libre de particulas Mm 0.22
Bacterias u.f.c./ml <1

El etanol absoluto empleado en este estudio es suministrado por la casa comercial Panreac
Quimica, S.A y tiene una riqueza minima del 99.5 %. Algunas de sus propiedades fisico-

quimicas se presentan en la Tabla 2.8 (Véase Anexo I):

Tabla 2.8. Propiedades fisico-quimicas del etanol absoluto.

NUmero Punto de Densidad a  Solubilidad en Presion de
Peso molecular o
CAS ebullicién 25°C aguaa25°C vapor a 20 °C
64-17-5 46.07 g mol ! 78 °C 790 gL >1000 g L™ 44 mmHg

Para analizar la concentracién del etanol se empled, al igual que con los compuestos
anteriores, la cromatografia de gases. El equipo empleado fue el GC-2010 de Shimadzu
con detector de llama acoplado (FID). Las caracteristicas del método de andlisis se

resumen en la Tabla 2.9.
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Tabla 2.9. Pardmetros caracteristicos del método analitico de GC-FID del etanol.

Parametro Valor
Auto-muestreador Volumen inyectado (uL) 0.5
Volumen de limpieza con muestra (uL) 6
Modo de inyeccion Split
Temperatura (°C) 250
s Gas portador He
Tipo de control de flujo Velocidad constante
Velocidad lineal (cm s™) 50
Relacion de split 1:800
Temperatura inicial (°C) 60
Tiempo mantenida la Temp. inicial (min) 2
Horno Temperatura final (°C) 230
Tiempo mantenida la Temp. final(min) 1
Velocidad de calentamiento (°C min™") 60
Temperatura (°C) 300
Gas makeup Ny/Aire
Detector Flujo de N, (mL min™) 35
Flujo de aire (mL min™) 350
Flujo de H, (mL min™) 30

Un cromatograma caracteristico del andlisis de etanol en disolucién acuosa se presenta en

la Figura 2.15. El pico de etanol sale a un tr de 1.067 minutos.

Para determinar cuantitativamente las concentraciones de etanol de las muestras

analizadas se precisa obtener una curva de calibrado, para lo cual es necesario la

preparaciéon de unos patrones a diferentes porcentajes en volumen de agua etanol. En la

Figura 2.16 se muestra una recta de calibrado tipica de la concentracién de etanol en

disolucién. En el caso que resulte necesario, el contenido de agua se calcula por

diferencia.
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Figura 2.15. Cromatograma caracteristico del analisis GC-FID del etanol.
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Figura 2.16. Recta de calibrado del etanol en disolucion agua/etanol (y=2- 10”%x, 1*=0.997).
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Nomenclatura

Chpec Concentracion de 2,4-decadienoato de etilo (mg L)
Cron Concentracon de etanol (mg L)
Chiex Concentracion de trans-2-hexen-1-ol (mg L)
Py Presién de vapor (mmHg)
r Coeficiente de regresion lineal )

T Temperatura (X)

tr Tiempo de retenciéon (min)
Acronimos

EPA United States Environmental Protection Agency

FAO Food and Agriculture Organization

FID Flame Ionization Detector

GC Gas Chromatography

HPLC High Performance Liquid Chromatography

IN Idéntico al Natural

IR Infrared Spectroscopy

MS Mass Spectrometer

PDMS Polydimethylsiloxane

SFC European Scientific Comité for Food

SPE Solid Phase Extraction

SPME Solid Phase Micro-Extraction

SRC Syracuse Research Corporation

USDA United States Department of Agriculture
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