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OBJETO






Objeto

El estudio de los constituyentes aromaticos en alimentos ha sido
un desafio para numerosos investigadores durante las ultimas cuatro
décadas y su desarrollo unido al del analisis instrumental,
concretamente la cromatografia gaseosa, ha permitido la apertura de
un nuevo campo de investigacion con numerosas posibilidades de
aplicacion en la industria alimentaria.

Desde la introduccion en 1950 de la cromatografia gaseosa, esta
ha sido la piedra angular en el campo del analisis de componentes
volatiles (Wright, 1997). El primer analisis de componentes volatiles en
zumo de naranja dulce empleando cromatografia gas-liquido fue
realizado en 1961 por Wolford y Attaway, desde entonces numerosos
trabajos se han realizado con diferentes objetivos, tales como conocer
la calidad del aroma en la fruta fresca o en los productos derivados, el
estudio de la calidad tecnolégica y prevenir las reacciones de

degradacion de los mismos (Pino et al., 1981).



Actualmente el analisis de los componentes responsables del
aroma, abarca a todos los productos alimenticios e incluye una
cantidad considerable de campos de investigacion entre ellos el area
de las frutas citricas. De la totalidad de bebidas de frutas, la naranja es
la mas popular dado su delicado y complejo aroma citrico (Shaw et al.
1993), por lo que el desarrollo de nuevas y mas eficientes técnicas para
la determinacién de componentes volatiles aromaticos resulta esencial.
Estos métodos son cruciales para la investigacion de efectos tales
como el procesado, el tiempo de almacenamiento y empaquetado, la

vida media..., al actuar como monitores de la calidad del zumo.

Las caracteristicas de los zumos presentan grandes variaciones a
lo largo del periodo de produccion citricola debido a las diferentes
variedades de naranja utilizadas y a los cambios de atributos
sensoriales que experimentan durante la maduracién, haciendo dificil la

preparacion de productos de calidad uniforme durante todo el afio .

El tema referente al deterioro de los zumos de naranja durante el
procesado y el almacenamiento, constituye uno de los tdpicos mas
abordados en Tecnologia de Alimentos, tanto por su impacto como por

sus derivaciones nutricionales, econdmicas, efc...

La industria alimentaria es particularmente consciente de la
importancia del aroma en la aceptacion de los alimentos por parte del
consumidor, principalmente en regiones mediterraneas altamente
productoras como es el caso de la Regién de Murcia.

Por este motivo en esta memoria de Tesis doctoral abordamos el
estudio de la fraccion aromatica total y en espacio de cabeza de zumo
de naranja, aplicando para ello diferentes técnicas analiticas
contrastadas entre si. Considerando el efecto de las distintas etapas
del procesado industrial, asi como el grado de madurez del fruto sobre

la fraccidn aromatica del zumo.



Objeto

Los objetivos establecidos para el desarrollo de este trabajo son:

1.- Optimizacion y adecuacion de las técnicas analiticas
empleadas en la determinacion de los constituyentes volatiles de la
naranja.

2.- Efecto de las diferentes etapas del procesado industrial sobre
la fraccidén aromatica.

3.- Componentes volatiles presentes en la pulpa gruesa extraida
del zumo de naranja y su posible aplicacién como fuente aromatica.

4.- Efecto del grado de madurez del fruto sobre la composicion

aromatica del zumo.



l.-INTRODUCCION






Introduccion

Los frutos citricos, de entre los que se destaca la naranja, se
incluyen dentro de la clasificacion botanica de las Rutaceas, subfamilia
Aurantioideas, en la que se incluye el género Citrus del que se deriva
su nombre genérico y cuyas especies mas importantes se especifican
en la Tabla I.-1.

Aparte de la taxonomia Botanica los citricos pueden clasificarse
por su interés para el hombre en tres categorias o grupos (Fernandez,
1995). ElI primer grupo comprende las naranjas, tangerinas,
mandarinas y tipos similares, el segundo grupo limones y limas, y por
ultimo el tercer grupo, con los pomelos.

El grupo primero es el mas importante y alcanza un 80% de la
produccion, siendo las naranjas dulces la especie mas destacada
dentro del mismo. En efecto, dentro del conjunto de todos los frutos

citricos la naranja ocupa un 67% de la producciéon mundial.



Tabla I.-1.- CLASIFICACION DE LOS FRUTOS CiTRICOS

NARANJAS Naranja Dulce Citrus sinensis L.
Naranja Amarga Citrus aurantium L.
Mandarina Citrus reticulata
MANDARINAS Clementina Citrus reticulata
Satsuma Citrus unshiu
Tangerina Citrus deliciosa
POMELOS Pomelo Citrus grandis
Toronja Citrus paradisi
Limon Citrus limonum
LIMONES Lima Citrus aurantifolia
Cidra Citrus medica L.
OTROS Fortunela 6 Kumcuat Fortunella japonica

CITRICOS
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I.1.- PRODUCCION E INDUSTRIALIZACION DE LA NARANJA
EN LA REGION DE MURCIA

El cultivo de los citricos en general, se efectua en todas las zonas
tropicales y subtropicales y constituye un sector importante de la
economia fruticola mundial.

Se cultivan en mas de cien paises siendo sélo unos cuantos los
que dominan la produccién; segun datos de la F.A.O. Brasil, Estados
Unidos, Espaia, Méjico e Italia son los principales paises productores
por orden decreciente de importancia.

En Espafa, dentro de la zona denominada del Mediterraneo, el
cultivo de los citricos se realiza principalmente en las zonas costeras
del Este y Sureste (Levante) y en la region Sur de la peninsula,
Andalucia, desde Almeria hasta Huelva y se localiza sobre todo en
lugares proximos al litoral y en los valles de los rios.

La zona citricola de Levante comprende las provincias de
Tarragona, Castellon, Valencia, Alicante y Murcia. La superficie
dedicada al cultivo de naranjos en la Regién de Murcia ha evolucionado
desde 8551 Hectareas cultivadas en 1990, hasta 9502 Ha en 1996
(Anuario estadistico de la Regién de Murcia, 1996).

Asi, segun los datos obtenidos por el Departamento de
Estadistica Agraria, de la Conserjeria de Medio Ambiente, Agricultura y
Agua de la Region de Murcia, la produccion de naranja por variedades,
desde la campafa de 1991-1992, hasta la de 1997-1998, ha
modificado su volumen producido de 111.650 a 85.872 Toneladas,
segun se muestra en la Tabla 1.1.-17.

El contraste que supone la diferencia de los datos obtenidos entre
el crecimiento de la superficie dedicada al cultivo de naranja y la
disminucién de la produccion, esta relacionada con una importante
renovacion de arboleda, por lo que los naranjos no se encuentran en su

maximo nivel de produccion.
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Por otro lado, en la actualidad se ubican en la Region de Murcia
catorce industrias dedicadas a la transformacién de frutos citricos,
principalmente extraccién de zumos y elaboracion de otros derivados;
su capacidad media puede situarse en torno a las 179.323 Toneladas
por campafna. Este dato no informa de la cantidad del fruto que en
nuestra Region se destina a la industria, ya que al no existir hasta el
momento en Espafia barreras controladas de comercio entre las
regiones productoras, se desconoce que parte de esta cantidad
procede de otras Comunidades Autdnomas, en las que los periodos de
produccion no coinciden totalmente con los nuestros por motivos

climatolégicos.

A nivel nacional, los datos accesibles en la actualidad
corresponden a la campana de 1993-1994, en los que la produccion
total de naranja dulce fue de 2.697.543 Toneladas, de ellas 1.337.733
se dedicaron a la exportacién, 972.419 Tm al consumo interior en
fresco y 387.391 Tm a su transformacién industrial, por lo que
aproximadamente un 13 % de la produccion total se destina hacia la
industria.

Refiriéndonos a las Comunidades autondémicas productoras, la
Regién de Murcia uniprovincial se situa en el tercer lugar, con un 3% de
la produccion total de naranja espafnola. En la Tabla 1.1.-2., quedan
reflejados los datos elaborados por el Servicio de Estadistica, de la
Consejeria de Medio Ambiente, Agricultura y Agua, correspondientes a
la produccion en Toneladas métricas de cada una de las Comunidades
Auténomas espafolas dedicadas al cultivo del naranjo, siendo la
Comunitat Valenciana la primera productora de naranja a nivel

nacional.
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Tabla 1.1.-1. EVOLUCION DE LA PRODUCCION DE NARANJA POR
VARIEDADES EN LA REGION DE MURCIA (Tm)

Variedades |Campaina

199192 1992-93 1993-94 1994-95 1995-96 1996-97 1997-98
Navel 62.600 80.000 55.970 43.040 43.120 34.720 49.097
Navelina y New-Hall 39.750 54.000 35.000 27.350 23.340 18.300 25.892
Navel 15.050 13.900 10.050  8.250 8.200 6.200 7.629
Navelate 7.800 12.100 10.920  7.440 11.580 10.220 15.576
Blancas selectas 10.120 9.850 8.610 6.970 6.540 5.620 6.160
Salustiana 9.400 9.300 8.400 6.520 6.330 5.500 6.028
Otras 720 550 210 450 210 120 132
Blancas comunes 480 250 490 140 100 60 70
Sanguinas 4.350 3.700 3.185 1.360 1.580 1.100 1.010
Tardias 34100 41.900 34.860 22250 26.850 22.600 29.535
Verna 13.050 13.100 9.360 5.500 7.150 5.100 4.660
Valencia late 21.050 28.800 25500 16.750 19.700 17.500 24.875
Total 111.650 135.700 103.115 73.760 78.190 64.100 85.872

Consejeria de Medio Ambiente, Agricultura y Agua. Dpto. de Estadistica Agraria de

Murcia 1997/1998
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Tabla 1.1.-2.- ANALISIS PROVINCIAL DE LA PRODUCCION DE

NARANJA EN 1994

COMUNIDADES AUTONOMAS PRODUCCION
(Tm)
GALICIA 1.907
CANTABRIA 33
PAIS VASCO 6
CATALUNA 35.857
BALEARES 16.505
CASTILLAY LEON 34
Comunitat VALENCIANA 2.085.863
Regiéon de MURCIA 73.620
EXTREMADURA 353
ANDALUCIA 457.644
CANARIAS 25.721
Total ESPANA 2.697.543
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.2.- TRANSFORMACION INDUSTRIAL DE LA NARANJA

La vida de muchos frutos en su estado fresco en ocasiones es
corta, por lo que es necesario buscar formas de consumo diversas,
tales como pueden ser la preparacion a partir de los mismos de
diferentes tipos de conservas y productos alimenticios como
mermeladas, zumos, néctares, etc.

En el caso de los frutos citricos (naranja, limén y pomelo) su
consumo es muy popular en forma de zumos en los paises
desarrollados, hasta tal punto que se calcula que el zumo de naranja
representa el 50% del consumo total de zumos en el mundo entero.
Actualmente el zumo de naranja elaborado directamente sin
concentracion previa constituye en Estados Unidos un producto de
consumo de extraordinaria importancia (Katz y Giese, 1998).

De acuerdo con la legislacién actual (R.D. 1650/1991), los tipos

de zumos y néctares que se pueden producir se clasifican en:

1.- Zumos frescos de fruta: Son los jugos obtenidos a través de
frutos sanos, frescos, maduros y lavados obtenidos mediante
procesado industrial autorizado. Estaran constituidos por el liquido solo,
clarificado, o por el liquido y pulpa en suspension correspondientes al
endocarpio y estaran exentos de restos de epicarpio, mesocarpio y

semillas.

2.- Zumos naturales: Son los zumos frescos que han sido
estabilizados mediante tratamiento fisico autorizado que garantice su

conservacion. Debe existir la posibilidad de hacerlos fermentar.

3.- Zumos conservados: Son los zumos frescos o naturales a los
que se ha anadido un agente conservador.
4.- Zumos basicos de fruta: Son zumos frescos cuya conservacion

definitiva esta asegurada por procedimientos fisicos o agentes
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conservadores autorizados y que no se pueden consumir en estado

natural, sino que sirven de base a otros productos.

5.- Zumos concentrados: Son los obtenidos a partir de zumos
frescos o naturales, mediante la extraccion del 50% como minimo, del
agua de constitucién, empleando procesos tecnoldgicos autorizados y
podran conservarse por procedimientos fisicos. Estos zumos
concentrados, diluidos en agua potable y devueltos a su densidad
original han de presentar las mismas caracteristicas de los zumos

empleados.

6.- Zumos concentrados conservados: Son los zumos
concentrados a los que se les ha afiadido un agente conservador

autorizado.

7.- Zumos ligeramente azucarados: Son los zumos frescos,
naturales, concentrados y conservados a los que se les ha anadido
algunos de los edulcorantes autorizados. La cantidad total de
edulcorantes sera inferior a los 70 g, expresados en sacarosa por Kg

de zumo.

8.- Zumos azucarados: Son los zumos frescos, naturales,
concentrados y conservados a los que se les ha afadido edulcorantes
naturales en cantidad superior a los 70 e inferior a los 150 g/Kg de

producto.

9.- Zumos gasificados: Son los procedentes de los zumos de fruta
anteriormente definidos a los que se les ha afadido anhidrido
carbonico puro.

10.- Néctares: Son los productos obtenidos con zumos frescos,
naturales y conservados a los que se le ha afadido un jarabe del

mismo grado Brix que el zumo original en proporcioén superior al 40% e
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inferior al 60%. Los azucares totales expresados en sacarosa seran

inferiores al 30%.

11.-Zumo deshidratado de frutas: Es el obtenido a partir de zumo

fresco clarificado en el que el contenido en agua es inferior al 10%.

Veamos a continuacion los requisitos establecidos acerca de las
caracteristicas de la materia prima y el procesado industrial de la
elaboracion de los zumos citricos (Carpena, 1963; Carpena y Laencina,
1971; Safina 1971; Di Giacomo 1980; Braverman, 1952); Kimball,
1991).

|.2.1.- Naranja. Materia prima para la industria citrica

La industria necesita fruta de una calidad distinta a la que interesa
para el comercio en fresco.
Segun Primo Yufera (Fernandez, 1995), son cuatro las

condiciones que deberia reunir las naranjas para la industria:

1.- Tanto por ciento de zumo.
2.- Grados Brix.
3.- Color.

4 - Periodo de utilizacion.

Una variedad industrialmente ideal tendria un porcentaje elevado
de zumo, con un elevado porcentaje de solidos solubles (azucar), baja
acidez, fuerte coloracion y un periodo de utilizacion largo. A estas
condiciones deberiamos de afadir otras cualidades no menos
importantes para la fabricacion de zumos, entre las que habria que

destacar las responsables de caracteristicas sensoriales como la
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turbidez y especialmente el aroma. Las variedades que ahora se
industrializan alcanzan rendimientos en zumos que pueden alcanzar
hasta el 40% y un contenido en sdélidos solubles, del orden de 10,5-
12,0° Brix.

En general las variedades que actualmente extienden su cultivo
son las destinadas a la exportaciéon en fresco, destinandose una
pequefa parte a su industrializacion, usualmente procedente de los
destrios y en algunos casos de excedentes de produccion, accidentes
climatoldgicos, etc. La industria no puede competir con los precios de la
fruta en el arbol destinada al consumo en fresco, por lo que se dirige la
produccion hacia derivados de aquellas frutas que no son aptas para
su comercio en fresco, debido a su tamano, aspecto poco comercial,...

La diversificacion de las variedades existentes, algunas de ellas
poco aptas para la industria no cubren las exigencias de la misma;
junto a esto la irregularidad del abastecimiento, son las principales
causas que limitan el crecimiento normal de la industria citricola en
nuestro pais.

Las variedades de naranja existentes en Espafa y su aptitud para
la industrializacion permiten realizar su clasificacion en tres grandes

grupos:

1.- Blancas y blancas tardias (Valencia Late y Bernas)
2.- Sanguinas (pigmentadas)

3.- Navel o umblicadas.

Entre las variedades del grupo de las blancas destaca la
“Comuna”, con la cual se obtienen buenos rendimientos y excelentes
zumos ricos en vitamina C, ademas esta variedad contiene una
proporcion en aceite esencial superior a otras. No obstante, como
posee muchas semillas, no es comercial en el mercado en fresco por lo

que se limita su cultivo y esta en trance de desaparecer.
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Las “Cadeneras”, otra variedad dentro de las blancas, también
ofrecen mucho zumo y de excelente calidad; las “Castellanas”, se
caracterizan por generar zumo de escasa acidez, por lo que son aptas
para asociarlas con otras y conseguir un zumo de relacion
Azucar/Acidez mas alta.

Dentro del grupo de las blancas las “Salustianas”, es la variedad
que actualmente presenta mayor interés comercial e industrial. La
variedad “Valencia Late”, ofrece un gran contenido en sdlidos, un gran
porcentaje de zumo, buen color y sin semillas; su produccién es tardia
por lo que alcanza buenos precios en el mercado. La “Berna”, con buen
contenido en zumo de calidad, es también una variedad tardia que se
recolecta a finales de marzo.

El grupo de las “Sanguinas” se caracteriza porque son frutos que
presentan en el flavedo de la corteza y en la pulpa comestible un color
sanguino caracteristico, debido a su contenido en pigmentos rojo-
obscuros, hidrosolubles, de naturaleza antocianica.

Estas naranjas, denominadas rojas o de sangre, poseen zumos
de excelente sabor y aroma, aunque tienen el inconveniente del color
rojizo, mas o menos pronunciado, caracteristico de los frutos y que en
procesado térmico se deteriora por oscurecimiento. Las variedades de
este grupo son la “Doble Fina”, “Sanguina Oval’, “Entre Finas” y la
“Sanguinelli”. Recientemente, y como consecuencia de las propiedades
medicinales asociadas a polifenoles como los antocianos se esta
desarrollando un mercado de zumo de estas variedades en zonas
productoras especialmente importantes como ltalia.

Las naranjas del grupo “Navel”. “Washington Navel”, “Thomson
Navel’, “Navelina” y “Navelate”, ..., tienen limitada su aplicaciéon
industrial como consecuencia del elevado contenido en limonoides del
zumo, entre los que destaca la limonina (glucésido que se hidroliza
impartiendo un fuerte sabor amargo a los zumos en el proceso de

tratamiento térmico y que lo hace inadecuado para el consumo).
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Existen dos variedades de naranjas Navel en las que este
fendbmeno es menos acusado por su bajo contenido en limonina,
“‘Navelate” y “Navel-Golosa”. En estas variedades la madurez externa
del fruto, lleva un ligero retraso con relacién a la “Washington Navel”,
teniendo un amplio periodo de recoleccion que abarca de febrero a
mayo en condiciones comerciales perfectas. Se trata, pues, de una
variedad de muy buena calidad para el consumo directo y para la
industria.

Las variedades “Newhall’y “Navelina”, son las que actualmente
presentan mayor interés, debido a su precocidad, rapida entrada en
produccion y buena productividad. La “Washington Navel”, la
“Salustiana” y la “Valencia Late”, tienen una difusion mas moderada
implantandose especialmente en zonas de maduraciéon media o tardia.
La “Navelate”, a pesar de su excelente calidad se difunde con lentitud

debido a problemas de productividad.

Una vez descritas las variedades de naranjas cultivadas en
Espafa, pasamos a describir los factores de calidad de las naranjas
destinadas a la industrializacion. Desde que se dictaron en Espafia las
primeras normas que regulaban la exportacion de las naranjas en
fresco en 1930, el interés por la valoracién de su calidad ha ido en
aumento. Asi en el Instituto de Agroquimica y Tecnologia de los
Alimentos (CSIC) de Valencia, desde 1962, se han llevado a cabo a lo
largo de diversas campafas una serie de trabajos de investigacion
sobre la calidad de las variedades de naranja (Primo y Sala, 1975, Sala
etal., 1971).

Las primeras normas de calidad espafolas, en este sentido, para
comercio exterior datan de 1930; las vigentes en la actualidad aparecen
recogidas en la Orden de 21 de Septiembre de 1981 (B.O.E. del 5-10-
1981) y en la Resolucion de 13 de Julio de 1984 (B.O.E. del 23-7-
1984). Expresan el grado de maduracién interna por la relacién E.S./A.

del zumo, conocido como Indice de madurez (I.M.).
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La normativa vigente en comercio exterior, para las naranjas,
exige un |.M: de 5,5/1, o bien de 6,5/1 para las variedades tardias.

Las exigencias administrativas para las naranjas destinadas a su
transformacion industrial, estan fijadas por la Orden de 2 de Noviembre
de 1989 (B.O.E. num. 265 del 4-11-1989). En su estipulacién segunda,
la citada Orden especifica las condiciones de calidad, que deben reunir

los frutos entregados a la industria:

a) Caracteristicas de los frutos.
b) Contenido minimo de zumo y coloracion.

c) Calibres minimos.

La calidad de la naranja para la fabricacion de zumo, se mide por
el contenido en zumo, los sdlidos solubles (grados Brix) y el indice de
madurez. El contenido en zumo, expresado como tanto por ciento
respecto al peso de fruta, es uno de los valores mas representativos de
la calidad de la materia prima, ya que en la industria es decisivo valorar
el rendimiento de una partida de naranjas por sus repercusiones
econdmicas. Por definicion el grado Brix se refiere a la unidad de peso
de sacarosa contenida en 100 g de disolucion acuosa. Pero el zumo
citrico es una disolucion en agua de una serie de sustancias entre las
que se encuentran azucares, acido citrico, constituyentes minerales,
glucosidos, sustancias pécticas, productos nitrogenados, grasas,
vitaminas, componentes aromaticos, etc., que, en mayor 0 menor
grado, participan activamente en el valor de grados Brix determinado
por refractometria directamente en el zumo. Por su especial influencia
se puede aplicar la correccidn debida al acido citrico.

Generalmente las industrias trabajan simultaneamente naranjas
de diferentes variedades y distintos origenes con grado de maduracion
variable. Es frecuente realizar mezclas de zumos, procedentes de

principios de temporada, conservados por congelacién o en envasado
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aséptico, con los zumos extraidos de frutos mas maduros, para lograr

la estandarizacion del ratio E.S./A. adecuada.

|.2.2.- Elaboracién de zumos citricos

La figura 1.2.2.-1. muestra un esquema de elaboracién de zumos
citricos. En este proceso destaca el sistema de funcionamiento
continuo y cerrado, disminuyendo asi el riesgo de oxidaciones por
mezcla de aire con el producto. Las modernas plantas de produccion
son automaticas para eliminar el factor de riesgo debido al error
humano. La instalacion es flexible y de disefio higiénico con sistemas

de limpieza automaticos.

Las principales etapas que componen el tratamiento total se

clasifican en:

- Tratamiento del fruto (lavado, cepillado e inspeccion).

- Extraccién de zumo y aceites esenciales.

- Tratamiento del zumo propiamente dicho (despulpado, mezcla y
correccion, desaireacion y pasteurizacion).

- Concentracion y enfriamiento final del producto.
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Fig.1.2.-1.- ESQUEMA DE PRODUCCION DEL ZUMO DE NARANJA

PROCESADO DEL FRUTO
NARANJA

LIMPIEZA
Lavado por inmersion / Cintas o rodillos transportadores

CEPILLADO

SELECCION
Tamario / Color

EXTRACCION Y TRATAMIENTO DEL ZUMO
NARANJA

EXPRIMIDORA
Zumo bruto / corteza

REFINADORA FINISHER
Zumo refinado* (10-15% S.1.) / Pulpa gruesa

CENTRIFUGA
Zumo centrifugado® (< 3% S.I.) / Pulpa fina

DESAIREADOR
Zumo desaireado-desaceitado*/ Esencia acuosa

PASTEURIZADOR (95°C 30 s.)
Zumo pasteurizado*

CONCENTRADOR
Almacenamiento / Maquina de llenado

* Muestras seleccionadas para el analisis de constituyentes aromaticos.
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1.2.2.1.- Tratamiento del fruto

El primer elemento en una linea de produccion es la maquina de
lavado de frutas; esta especialmente disefiada para sumergir y lavar a
la vez los frutos antes de la extraccion del zumo. La segunda parte de
la maquina consiste en un elevador de rodillos inclinado que lo saca del
agua. En este elevador el fruto es enjuagado con duchas de agua
limpia. Inmediatamente después viene el cepillado, en parte también
bajo duchas de agua, para la limpieza en la superficie del fruto de las
particulas de suciedad y arrastre de residuos de tratamientos que aun
queden depositados.

Finalmente se somete al control y seleccion mediante inspeccion,
que se realiza sobre una mesa de rodillos transportadores giratorios
para la fruta, que exponen toda la superficie del fruto a la vista de los
inspectores encargados de la seleccion, considerando entre otros

parametros el tamafo y color de la misma.

1.2.2.2.- Extraccion del zumo

La extraccion de un zumo citrico ha de hacerse de forma rapida
para evitar dafios irreparables a la calidad y evitando que pasen al
zumo elementos que producen amargor y que se encuentran en la piel,
las semillas, membranas, etc.,...

Una maquina moderna de extraccion consta de dos copas, una
superior y otra inferior que alojan al fruto; en la parte baja de la copa
inferior se encuentra un cuchillo circular que se prolonga en un cilindro
de superficie agujereada o ranurada y que actua como tamizador para
separar por tamano las fracciones internas del fruto extraidos. El
cuchillo corta el vértice inferior del fruto para permitir el acceso del

cilindro tamizador hacia las partes internas.
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El ciclo de extraccion avanza al entrecruzarse las copas, la
presion sobre el fruto aumenta forzando al endocarpio a que escape
por la parte inferior, pasando asi al cilindro tamizador mientras la
corteza es expulsada por la parte superior. El zumo y la pulpa por su
menor tamafo fluyen a través de las perforaciones del tamizador
pasando hacia un tubo colector, mientras las partes mas groseras son
forzadas a salir al exterior siendo descargadas de la maquina junto con
la corteza.

Con este sistema de extraccion se separa el zumo propiamente
dicho con pulpa (zumo bruto o técnico) del resto de tejidos de
membranas y semillas del endocarpio y de la corteza, a la vez que se

reduce la incorporacion de aceite esencial.

|.2.2.3.- Tratamiento del zumo

El tratamiento del zumo incluye varias operaciones:

-. Refinado del zumo, separando mediante finishers gran parte de
la pulpa extraida con el zumo.

-. Clarificacion por decantadores centrifugos del zumo para la
eliminacion de pulpa fina hasta niveles del 1-3%.

-. Mezcla y correccidon para ajuste del producto, con objeto de
conseguir unas condiciones estandar en cuanto al contenido en
acidez, color,...

-. Desaireacion con objeto de eliminar el aire disuelto en el zumo,
para evitar procesos de oxidacion favorecidos en los
tratamientos térmicos sucesivos del producto.

-. Pasteurizaciéon instantanea para la inactivaciéon de enzimas

pectoliticas y destruccién de microorganismos.

La clarificacion del zumo comienza con el paso del zumo a través

de una refinadora (finisher) con tamafo de poro entre 0,6 y 0,8 mm. Se
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separa de esta forma la pulpa gruesa del zumo, junto con pequefas
semillas y/o particulas arrastradas. Seguidamente el zumo pasa a una
separadora centrifugadora; en este tipo de maquina el contenido final
en pulpa del zumo puede ser faciimente ajustado segun los
requerimientos del mercado. Esta centrifuga trabaja como clarificadora,
es decir, hay un solo liquido que abandona la maquina, mientras los
sélidos son retenidos es su interior y expulsados periédicamente a
intervalos regulares. La correccion y mezcla del jugo se hace en
tanques de acero inoxidable equipados con agitador.

La siguiente etapa es la desaireacion que generalmente se
efectia en una camara a vacio, normalmente equipada con un
condensador en su parte superior para la recuperacion de los aromas
que tienden a escapar. El zumo es bombeado al depdsito, donde entra
de forma tangencial formando una fina capa. El depésito esta sometido
a la accion del vacio mediante una bomba mecanica de anillo
hidraulico. El vacio creado es suficiente para hacer que el producto
entrante rompa a hervir y los vapores y gases ascienden hasta el
condensador refrigerado por agua, de forma que se produce una
separacion de vapores condensados que caen y se mezclan con el
zumo desaireado y de gases incondensables que son extraidos por la
bomba. En algunos casos los vapores condensados no se incorporan al
zumo directamente, sino que son recogidos en un tanque diferente
constituyendo la llamada esencia acuosa, este proceso se corresponde
con el desaceitado del zumo, impidiendo de esta forma el dafo térmico
sufrido por los componentes volatiles durante la etapa siguiente de
pasteurizacion. La eliminacion de aire redunda en una mejor calidad del
zumo ya que se evitan pérdidas de vitamina C y se limita el
consiguiente pardeamiento del zumo mediante mecanismos quimicos o
reacciones de Maillard, ademas de facilitar el proceso de
pasteurizacion del zumo.

La pasteurizacion es un proceso esencial para conseguir un

periodo de larga vida en los zumos vegetales; en ella se consigue la
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Introduccion

eliminacidn de microorganismos patdogenos a base de calentar el zumo
a una temperatura dada durante un tiempo determinado. Sin embargo,
en el caso de los zumos de los frutos citricos resulta mas importante la
inactivacion de las enzimas naturalmente presentes, en especial la
actividad pectinmetilesterasa (PME) responsable de la inestabilidad de
la turbidez natural del zumo, debiendo alcanzar para ello condiciones
de temperatura-tiempo mas enérgicas (hasta 98°C durante 30 s) que
las necesarias para lograr la destruccion microbiana, a su bajo pH. La
pasteurizacion puede ser realizada en varios tipos de aparatos,
cambiadores tubulares, cambiadores de placa, cambiadores espirales,
de tubo corrugados, etc., pero normalmente es el intercambiador de
placas el mas aplicado en la industria para el caso de los zumos
simples. Con objeto de ahorrar energia, el pasteurizador de placas
lleva una seccién llamada regenerativa en la que el zumo entrante es
precalentado por el zumo que sale ya pasteurizado. Una secciéon de
enfriamiento también puede ser incorporada con objeto de obtener un

zumo a temperaturas inferiores a 20°C.

1.2.2.4.- Concentracion y enfriamiento final del zumo

La concentracion es una etapa muy importante y que influye
enormemente sobre la calidad del producto obtenido. Tiene que
efectuarse a temperaturas bajas (no mas de 50°C) y en breves
segundos. Esto es esencial dada la alta sensibilidad al calor de los
zumos de naranja. Pérdidas de componentes tan importantes como las
vitaminas y danos a los aromas pueden tener lugar cuando se trabajan
a temperaturas altas durante periodos largos de tiempo.

Finalmente el zumo concentrado es enfriado hasta alcanzar 1°C
en otro intercambiador de placas para pasar de ahi al almacenamiento

o directamente a maquinas de llenado.
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[.2.3.-.Aprovechamiento de subproductos citricos

La obtencion de zumos citricos lleva asociado la produccion de
gran cantidad de residuos, tales como cortezas, pulpas, semillas,...

El rendimiento en zumo es en el mejor de los casos del 40-50%
del peso total de fruta. Dado el actual estado de la industria citrica es
muy importante sacar un beneficio economico a esos subproductos,
evitando a su vez la problematica medioambiental de su eliminacion.

Los subproductos mas usuales son los destinados hacia:
alimentacion de ganado y produccion de aceite de semillas, materia
prima para la industria confitera, como envases para helados,
concentrados bases para bebidas refrescantes (Comminuited),
aislamiento de pigmentos naturales, aislamiento de diferentes
productos para la industria farmacéutica (Flavonoides), produccion de
acido lactico, pectinas y alcohol y por ultimo obtenciéon de aceites
esenciales.

Se ha experimentado que partiendo de residuos citricos, por
molido, tratamientos térmicos y enzimaticos, seguido de separacion de
sustancias sélidas no solubles y concentracion final, puede obtenerse
un concentrado de buen color, de turbidez estable y buen aroma, ideal
para la produccion de bebidas refrescantes. Este concentrado
turbioestable con una concentracién de alrededor de 40°Brix, después
de una conveniente dilucidén, carbonatacién, adicién de azucar, acido,

etc., produce una excelente bebida refrescante.
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Componentes volatiles en zumos citricos

Il.1.- IMPORTANCIA DEL AROMA EN LA CALIDAD DEL ZUMO
DE NARANJA INDUSTRIAL

El aroma en los alimentos es una propiedad sensorial compleja,
derivada del efecto integrado de numerosos componentes de diferente
naturaleza quimica y a muy baja concentracion.

También el concepto quimico de flavor es conocido desde 1886
(Brillat-Savarin, 1986). Aunque el estimulo del sabor es importante, la
parte del flavor que aprecia diferencias entre alimentos puede atribuirse
ampliamente a moléculas volatiles aromaticas detectadas a nivel

retronasal, cuando el alimento es introducido en la boca (Land, 1996).

Las investigaciones sobre los componentes volatiles de los
citricos tienen importancia para el conocimiento de la calidad de los
mismos, su degradacion durante el periodo de almacenaje, exposicion
en venta y senescencia; es decir el conocimiento de los componentes
volatiles emanados por la fruta fresca, en el espacio de cabeza del

zumo, en el aceite de la corteza, volatiles citricos considerados como
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fungicidas y volatiles producidos por patogenos de los citricos (Norman,
1977).

En los alimentos se detectan un gran numero de compuestos
aromaticos volatiles, pero no todos ellos contribuyen en el flavor de los
mismos. Diferentes técnicas han sido descritas para determinar que
moléculas son activas a nivel del flavor (Grosch, 1993 y Acree et
al.,1984).

Las moléculas consideradas como activas del flavor en un
alimento presentan caracteristicas dispares con relacibn a sus
propiedades fisicas, comportamiento y niveles umbrales de percepcion.
La mayoria de ellas son activas a concentraciones de partes por millén
e incluso de partes por billon, y sus niveles umbrales de percepcion
pueden variar de unas a otras en un factor de hasta un billén de veces
(Leland, 1997).

Nursten en 1977 clasifica los alimentos en cuatro grupos en

términos del conocimiento actual de los componentes volatiles:

1- Aquellos alimentos en los cuales el aroma reside en un unico
componente denominado compuesto con caracter-impacto. En algunos
casos, tales como el berro, el compuesto de caracter-impacto cuenta
practicamente con todo el olor, pero esto no es extensible a todos los
alimentos (como la banana en la que el componente de caracter-
impacto es el acetato de isopentenilo, en el pomelo la nootkatona, y en

el limén el citral).

2- Aquellos alimentos en los que el aroma es esencialmente
debido a la actuacién no de un solo compuesto, sino a una mezcla de
compuestos de baja concentracion. Un compuesto de caracter-impacto
puede estar presente en el alimento. Como en el caso de la pera en la

que el componente de caracter-impacto es el etil-2-metilbutirato.
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3- Aquellos alimentos en los que el aroma puede ser reproducido
razonablemente por el uso de un gran numero de compuestos. La
presencia de un componente con caracter-impacto es bastante

improbable, caso del albaricoque, la lima, el melocoton,...

4- Aquellos compuestos en los que el aroma no puede ser
reproducido siempre razonablemente por una mezcla de compuestos
especificos. En ellos no ha sido descubierto un compuesto con
caracter-impacto. Ejemplos de estos alimentos pueden ser la fresa y el

chocolate.

Logicamente esta clasificacion se basa en los conceptos de
compuesto con caracter-impacto y compuestos contribuyentes al flavor.
Una molécula para ser considera activa sensorialmente ha de
cumplir una serie de requisitos, segun lo definido por Ohloff (1971 y

1990). Segun este autor:

1°. - Ha de presentar una cierta presion de vapor para poder

alcanzar el epitelio olfativo de la nariz humana.
2°. - Debe tener una minima solubilidad en agua para penetrar en
la capa acuosa de la membrana, asi como baja polaridad (superficie

activa, compuestos de elevada polaridad son menos olorosos).

3°. - Tendra asimismo un comportamiento lipofilico para penetrar

en las capas grasas de las células neuronales.

4°, - Su peso molecular ha de ser no excesivamente alto (el peso

molecular mas elevado de una molécula olorosa es de 294).

En los elaborados de los alimentos es bastante dificil definir como

fundamentales solamente alguno de los compuestos quimicos
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responsables del caracter aromatico. Contribuyen a las impresiones
olfativas y gustativas varias categorias de compuestos clasificadas
como compuestos hidroxilicos, aldehidos, cetonas, acidos, ésteres,
compuestos nitrogenados, compuestos sulfurados, heterociclos
oxigenados y nitrogenados. Cada uno de estos compuestos confiere
aromas caracteristicos a los alimentos, como el etanal contribuye al
sabor de la mantequilla y el hexanal al de las manzanas.

El papel de estos componentes volatiles primarios esta
influenciado por la naturaleza del alimento, la presencia o no de
componentes no volatiles como azucares y sustancias pécticas, ya que
afectan sensiblemente y de manera compleja a la volatilidad de
numerosos componentes. Un caso representativo es el del d-limoneno;
su umbral de deteccion se duplica en presencia del acido ascérbico y
del acido malico en concentraciones de 0,7% y 0,1% respectivamente.
También cabe destacar el efecto de la reduccion de la concentracion
en el espacio de cabeza del etanol y del acetato de etilo en sistemas en
los que se adiciona un 1,1% de pectina, reduccidén que alcanza el 25%

del valor inicial (Tateo, 1985).

El aroma junto con el sabor, esta reconocido como uno de los
atributos mas importantes de los alimentos. Sin aroma un zumo de
frutas no seria sensorialmente mas que una solucidon azucarada,
acidulada.

El zumo de naranja es uno de los de mayor consumo mundial. Su
producciéon se destina fundamentalmente a elaborar concentrados, por
evaporacion, proceso durante el cual se pierden los componentes de
mayor volatilidad. Por este motivo la industria citrica ha estado siempre
interesada en encontrar la forma de restituir al concentrado, en el
momento de su reconstitucion antes del consumo, el material aromatico
perdido para obtener productos de mayor calidad.

En un principio se anadia el aceite esencial de la corteza, mas o

menos tratado, al concentrado y aunque el aroma mejora enormemente
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no tiene la fragancia del zumo natural. En Estados Unidos con la
técnica del "cut-back”, basada en afiadir zumo fresco a un concentrado
de 60 °Brix, lograron un producto mas préximo al natural, aunque de
menor concentracion (42-45 °Brix), que conservado por congelacion
permitia al reconstituirlo por disolucion en agua obtener un zumo
natural con buenas caracteristicas organolépticas.

En la actualidad, al aplicarle al zumo de naranja las técnicas de
concentracion con recuperacion de aromas por rectificacion en
columna, de los vapores desprendidos durante las primeras fases de la
evaporacion, se obtiene una esencia aromatica concentrada que se
anade posteriormente al zumo, restituyéndole toda su fragancia
original, mejorando y potenciando la calidad de los zumos
industrializados.

Por otro lado, el gusto del consumidor se orienta hacia el aroma y
sabor del zumo fresco y no de la corteza y en este sentido, los
componentes aromaticos naturalmente presentes en el zumo mejoran
la apetecibilidad del zumo asi elaborado y que constituye la base del
tan conocido como FCOJ (Frozen concetrate orange juice) del mercado
estadounidense.

Por lo tanto, en el zumo de naranja industrial, la fraccion volatil
esta constituida, por compuestos quimicos presentes en diversas
partes del fruto que se reunen en el zumo durante su extraccion.

La parte del fruto mas importante, en el aporte cuantitativo de
componentes, es la corteza que durante la extraccién libera parte de su
aceite esencial. Cualitativamente, el zumo obtenido después de pelar
cuidadosamente la fruta y tratar con permanganato su superficie, para
evitar la incorporacion de aceite esencial de la corteza, presenta
practicamente los mismos componentes, que el obtenido
industrialmente, aunque en menor cantidad y en proporciones

diferentes (Fernandez, 1995).
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En el sector industrial el problema que mas preocupa es la
formacion de compuestos aromaticos de derivacion. Este fendbmeno
interesa también tenerlo en cuenta en la materia prima (concentracién
de azucar en la fruta, extraccidon de la fraccién aromatica, preparacion
de los aromas) y de hecho las causas de modificacion en el inicio de la
produccion influyen durante la misma y en el producto final. Un ejemplo
clasico de degradacién oxidativa que afecta a la mayor parte de los
aromas en citricos, es la derivada del d-limoneno, cuya oxidacion
radical conlleva la formacion de a-terpineol, trans-2,8-p-mentadien-1-ol,
cis-2,8-p-mentadien-1-ol, carvona, trans y cis-carveol. El radical
intermedio en la reaccion puede provocar hidroperoxidos opticamente
activos (Moshonas y Shaw, 1990).

La experiencia demuestra que los aceites esenciales con elevado
contenido en alcoholes, ésteres, fenoles, éteres, 6xidos y algunas
cetonas, resultan bastante estables frente aquellos en los que el
contenido en aldehidos y terpenos es elevado, ya que en estos ultimos
las reacciones de degradacion con formacién de productos secundarios
son mas favorables. Sobre todo en el aceite esencial de limon y
naranja que son muy sensibles a fendmenos oxidativos. El aceite
esencial de bergamota, otro fruto citrico, a pesar de tener una
composicién proxima, presenta una estabilidad mayor que puede ser
debida al bajo contenido en citral y limoneno.

Los productos aromaticos secundarios mas comunes son: 2,5-
dimetil-4hidroxi-3-furanona, furfural, 2-hidroxiacetil-furano, 5-
hidroxiacetilfurfural, 3-hidroxi-2-pirona, cis-1,8-p-mentadienol, trans-1,8-
p-mentadienol, a-terpineol y 4-vinilguayacol.

El a-terpineol, en particular presenta un incremento cuantitativo
lineal en funcion del tiempo de envejecimiento del zumo de naranja y
se considera como indicador del tiempo de almacenamiento (Durr y
Schobinger, 1981). Se han realizado estudios que demuestran que las
mejores esencias son las que contienen menor cantidad de

acetaldehido, butirato de etilo y octanal. Aquellas que contienen altas
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concentraciones de hexanal, trans-2hexanal, a-terpineol, 1-hexanol,
trans-2,8-p-mentadien1-ol, y trans-carveol, son en cambio las mas
sujetas a degradacion con formacion de flavor no deseados (Askar et
al., 1973).

I.2.- COMPONENTES VOLATILES CARACTERISTICOS DEL
ZUMO DE NARANJA

El término de volatili se suele utilizar para describir las
emanaciones gaseosas de las frutas intactas o los componentes
presentes en los espacios de cabeza del zumo, en donde se
encuentran en equilibrio los componentes volatiles con aquellos
disueltos en el zumo, pero en general se refiere a los componentes que
son separados por destilacién o arrastre por vapor de agua del resto de

la matriz del zumo con caracter fijo o no volatil.

En el estudio de los frutos citricos, el concepto de volatil es
utilizado para describir componentes separados del tejido macerado o
del aceite esencial mediante diferentes métodos. Estos métodos de
separacion incluyen destilacion, extraccion con disolvente organico,
trampas de vacio y purga con gases tales como N, y CO, . La mayoria
de estos estudios se han realizado para el aislamiento y purificacién de
componentes individuales y la caracterizacion de los principales
componentes responsables del aroma y el flavor de los frutos citricos y
productos derivados (Nurtens, 1977).

Basicamente, en la fruta madura, la pulpa y la corteza contienen
la mayoria de los componentes del flavor. Ademas la pulpa comestible
0 endocarpio contiene azucares como dextrosa, levulosa y sacarosa,
junto con oxiacidos, componentes colorantes, enzimas, etc., que el jugo

transporta en su extraccion.
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Existe una correlacion entre el contenido en azucar, color, acidez
y el flavor segun el estado de maduracién de la fruta. El flavor
usualmente desarrolla todo su aroma cuando el contenido de azucares
es maximo y el color de la piel o de la corteza adquiere su matiz
brillante. Cuando la fruta comienza a sobremadurar el color se torna
apagado, el azucar almibarado y el flavor pierde sus volatiles mas
frescos.

Los volatiles emanados por la fruta fresca fueron estudiados por
Biale y Shepherd (1939), detectando en naranjas variedad Navel, en
limones y pomelos almacenados en atmésfera de nitrodgeno,
emanaciones grandes de acetaldehido cuando eran transferidos al aire.
Attaway y Oberbacher (1968) estudiaron los compuestos que
contribuyen al aroma de la naranja. Las emanaciones de los frutos
fueron estudiadas durante un periodo de almacenamiento tras
extraccion, concentracion y analisis mediante cromatografia gas-liquido
y espectrometria de masas, llegando a detectar seis componentes
mayoritarios (acetato de etilo, butirato de etilo, etanol, limoneno,
caproato de etilo, caprilato de etilo). La presencia de etanol fue
relacionada con la actuacion de microorganismos durante los doce dias
de estudio. Acetaldehido y metanol no fueron detectados ya que su
presencia pudo verse enmascarada por el disolvente éter etilico o pudo
haberse perdido durante el paso de la concentracion. Mas tarde
acetaldehido, metanol, etanol, y acetato de etilo, junto con limoneno, a-
pineno y B-mirceno, se identificaron como los componentes mas
abundantes que envuelven al limén de California y a las naranjas de
variedad Navel y valencia (Norman (1970), Norman y Craft (1968) y
Norman et al. (1968).

De todos los componentes identificados en la emanacion de frutos
citricos solo acetaldehido, metanol, etanol y acetato de etilo han sido
relacionados con la calidad de la fruta fresca (Norman, 1977).

En la corteza de naranja los componentes mayoritarios o0 mas

importantes son de naturaleza terpénica (en su mayoria monoterpenos)
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y aldehidos. El componente mas abundante por un largo margen y a un
alto nivel para un solo elemento es el limoneno, autores como lkeda et
al, (1962) han ofrecido informacién sobre su concentracidén, que oscila
entre el 83 y el 79% del total de los volatiles. El linalol también aparece
a una elevada concentracién, siendo considerado como uno de los
componentes que definen la calidad de la corteza de la naranja.
También el mirceno ha sido considerado como componente habitual en
la misma. Aunque el citral es un compuesto caracteristico en el limén,
es un componente minoritario de la naranja. Otro monoterpeno
carbonilo encontrado es la carvona, producto de oxidacion en
condiciones acidas del limoneno, al igual que el o-terpineol. Un
sesquiterpeno importante de la naranja que la diferencia del resto de
los citricos es el valenceno presente en la cera cuticular.

Los volatiles en la piel de la naranja Navel todavia sin recolectar
fueron estudiados por Coggins et al., (1969) durante 38 semanas,
quienes detectaron que el contenido en octanol, linalol y geranial,
disminuia durante la experiencia. ElI contenido en valenceno
permanecia relativamente constante durante las primeras 22 semanas,
y en el resto de la experiencia su contenido incrementd y permanecio
elevado. Destacan los autores que la concentracion de estos
componentes del aceite esencial esta relacionada con la senescencia y
propusieron la posibilidad de crear un indice de senescencia con uno o
mas de estos compuestos. Valenceno y linalol fueron los componentes
seleccionados para medir este indice, ya que la concentracion del

octanol fluctua en gran medida y la del geranial es pequena.

McLeod et al. (1988) estudiaron la composicidén de los volatiles en
corteza de naranja de Libia, variedad que contiene 56.4ug de
compuestos volatiles totales por gramo de piel de naranja, siendo un
contenido normal de 30ppm. De los componentes que describen 16
son presentados por primera vez: hexil hexanoato, longifoleno, y-

selineno, bisaboleno, eicosano, docosano, tricosano, tetracosano,
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pentacosano, hexacosano, heptacosano, octacosano, nonacosano, 4-
isopropenil-3metilenciclohexano, sabinol, 4fenil-acetofenona.

A diferencia de las naranjas variedad Navel o Valencia, en las que
el limoneno es el monoterpeno mayoritario, en la corteza de la naranja
de Libia unicamente ha sido encontrado en un 52%, aunque en
términos absolutos esté presente sobre la misma cantidad 29 pg/g La
razon para el bajo porcentaje de limoneno se debe a la alta
concentracion de linalol, 16% equivalentes a 4,7 npg/g. Dada la
concentracion a la que es detectado este componente, esta
considerado como nivel de la buena calidad de la naranja Liberiana. En
trabajos anteriores, el mirceno ha sido detectado como el segundo
componente mas abundante en la piel de naranja.

Aunque el citral es mayoritariamente responsable del caracter
unico del limén, es solo un constituyente minoritario de la naranja,
presentandose el geranial en mayor concentracion que el neral. Otro
monoterpeno carbonilo detectado es la carvona (1,4 pg/g), conocida
como un producto de oxidacién del limoneno, al igual que a-terpineol.

De los sesquiterpenos el valenceno es uno de los mas
representativos, que diferencia la naranja de otros citricos (0,2 pg/g ).
Otros sesquiterpenos hidrocarbonados que han sido reportados como
constituyentes del aroma en la naranja liberiana son: B-elemeno, &-
cadineno, y humuleno, siendo de estos el mas abundante en la corteza
de la naranja el B-capoeno (2.5 ug/g).

Ademas de los terpenos, los componentes mas importantes de la
corteza son los aldehidos. Octanal, decanal y nonanal son los
mayoritarios. La concentracion total de aldehidos aumenta con la

madurez al igual que su contenido en aceite esencial.

El jugo exprimido no contiene el sabor y el olor de la fruta intacta.
Los componentes caracteristicos aromaticos volatiles los cuales
componen el olor y sabor fresco del jugo no superan las 0.07 partes por

mil. El flavor tan apreciado en el zumo de naranja basicamente se debe
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a la mezcla compleja de numerosos componentes volatiles que
mantienen entre si una interdependencia cuantitativa.

Esta complejidad, caracteristicas fisico-quimicas y
concentraciones variadas de los componentes responsables del flavor,
hacen mas dificil la identificaciéon y cuantificacion de los mismos
(Moshonas y Shaw, 1995).

Los componentes mayoritarios en las frutas citricas presentan
estructuras quimicas de acidos, carbohidratos, solidos solubles y
variados compuestos volatiles del aceite esencial. Con relacidon a estos
ultimos, las mas conocidas o mas estudiadas son las del limon, la
naranja, el pomelo, la mandarina y la bergamota. Terpenos (CioH1s) Y
en menor cantidad sesquiterpenos (Cis Hz4) son los componentes
mayoritarios. Ambos componentes proceden de compuestos

oxigenados como alcoholes, aldehidos, cetonas, acidos y ésteres.

Los componentes volatiles del zumo se encuentran repartidos
entre la pulpa y el suero. Estudios realizados por Radford et al. (1974),
muestran que la pulpa de naranja tiene un efecto represivo sobre la
concentracion de los volatiles en el espacio de cabeza de un sistema
aire-agua modelo (Tabla 11.2.-1).

Los volatiles obtenidos de la pulpa y del suero fueron identificados
mediante cromatografia gaseosa, destacando que en el zumo de
naranja la mayoria de los hidrocarburos estan asociados con la pulpa.
Por otro lado, resulta obvio que los compuestos oxigenados estén mas
relacionados con el suero; este tipo de compuestos estan considerados
como los principales constituyentes del aroma del jugo de naranja.

El grado en el cual se da la distribucion de cada componente
depende sobre todo de la longitud de la cadena y del grupo funcional
del compuesto. Por ello si los hidrocarburos estan ausentes del jugo, la
eliminacién de la pulpa por centrifugacién conducird hacia menores

pérdidas de volatiles, lo que facilita el aislamiento de los volatiles del
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flavor y al mismo tiempo reduce la tendencia al pardeamiento no

enzimatico que ocurre durante el procesado del zumo.

El estudio de la composicién de componentes volatiles en el zumo
fresco de naranja ha sido llevado a cabo por numerosos
investigadores, entre los que se encuentran Schreier et al. (1977 vy
1979), Schreider (1981), Sauri et al. (1980), Rodriguez y Culbertson
(1983), Shaw (1991), Nisperos-Carriedo y Shaw (1990), Lum et al.
(1990), Park y Venables (1991) y Moshonas y Shaw (1987 y 1994).

Investigadores como Pino (1982), Rodriguez y Culberston (1983),
cuantifican hasta siete y ocho componentes respectivamente en el
zumo fresco de naranja, estudios mas recientes de Moshonas y Shaw
(1987), llevaron a la cuantificacion de 24 componentes.

Estas investigaciones han permitido el conocimiento de la mayoria
de los componentes del flavor, pero la metodologia empleada en la
determinacién de los mismos conduce a resultados parciales; la
extraccion con disolvente organico seguida de la eliminacion del mismo

por evaporacion y el consiguiente analisis cromatografico,

Tabla 11.2.-1. DISTRIBUCION DE LOS COMPONENTES VOLATILES
DEL FLAVOR EN EL ZUMO DE NARANJA

Componentes % de Distribucion
Pulpa Suero
Pentanal 0,0 100,0
Hexanal 0,0 100,0
Heptanal 0,0 100,0
Octanal 16,8 83,2
Nonanal 42,7 57,3
Decanal 78,0 22,0
Butanoato de etilo 2,1 97,9
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Componentes volatiles en zumos citricos

Pentanoato de etilo 3,6 96,4
Hexanoato de etilo 9,9 90,1
Heptanoato de etilo 32,0 68,0
Octanoato de etilo 65,3 34,7
Decanoato de etilo 82,3 17,7
1-Pentanol 2,0 98,0
1-Hexanol 2,6 97,4
1-Heptanol 5,5 94,5
1-Octanol 17,2 82,8
1-Nonanol 44,8 55,2
1-Decanol 75,0 25,0
y-Valerolactona 1,9 98,1
y-Hexalactona 3,2 96,8
y-Heptalactona 2,3 97,7
y-Octalactona 3,6 96,4
y-Nonalactona 6,3 93,7
y-Decalactona 12,7 87,3

Radford et al., 1974.
supone diferentes pérdidas a nivel cuantitativo para cada uno de los

componentes volatiles determinados (Moshonas y Shaw, 1995).

El aislamiento de los componentes volatles mediante la
extraccion de un volumen de aire del espacio libre sobre el zumo,
seguido de una inyeccion directa en un cromatografo de gases, quiza
sea el mas representativo de los analisis de la composicion de la
fraccién volatil (Alberola e Izquierdo, 1978).

Los volatiles en el espacio de cabeza de los zumos de naranja
Navel y valencia han sido estudiados por Schultz et al. en 1971. El
resultado del analisis rindié suficiente material para identificar 29
componentes de los 72 detectados. Acetaldehido, etanol, a-pineno,

mirceno y limoneno fueron los componentes mayoritarios encontrados
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en el espacio de cabeza, siendo el limoneno el que se encuentra en
proporcion mas elevada.

Autores como Nisperos-Carriedo y Shaw (1990), Lizotte y Shaw
(1992), Shaw et al. (1993), analizaron mediante la técnica de espacio
de cabeza estatico muestras de zumo de naranja fresco, detectando
entre 19 y 22 componentes volatiles.

A pesar de que el uso de esta técnica elimina las pérdidas
ocasionadas mediante los métodos de extraccion, el escaso volumen
de muestra que puede ser inyectado en el cromatografo de gases
unicamente permite la cuantificacion de un numero escaso de
componentes. Moshonas y Shaw en 1994 y 1995, emplean la
cromatografia de gases acoplada a un sistema de inyeccion de espacio
de cabeza dinamico, para analizar los componentes volatiles presentes
en zumo de naranja fresco, llegando a identificar 49 componentes de

los que 46 fueron cuantificados (Tabla 11.2.-2).

44



Componentes volatiles en zumos citricos

Tabla 1.2.-2. COMPONENTES VOLATILES IDENTIFICADOS Y
CUANTIFICADOS (ppm) EN ZUMO DE NARANJA FRESCO.

VALENCIA
COMPONENTES EXPRIMIDO MAQUINA EXPRRIMIDO A MANO
Metanol 60 126 37
Etanol 660 1230 1150
1-Propanol 0,21 0,44 0,31
Acetato de etilo 0,15 0,25 0,28
2-metil-3-buten-2-ol 0,18 0,34 0,40
2-Metilpropanol 0,010 0,087 0,048
Butanol 0,006 0,069 0,019
1-Penten-3-ol 0,12 0,037 0,037
1-Penten-3-ona 0,054 0,024 0,013
2-Pentanol 0,46 0,30 0,037
Propionato de etilo 0,0038 0,012 0,008
Butanoato de metilo 0,006 0,0033 0,016
3-Metil 1-butanol 0,014 0,39 0,17
2-Metil-1-butanol 0,001 0,053 0,025
1-Pentanol 0,093 0,055 0,013
3-Metil-2-buten-1-ol tr 0,033 0,0074
Butanoato de etilo 0,83 1,53 0,84
(E)-2-Hexenal 0,01 0,037 0,041
(Z)-3-Hexen-1-ol 0,31 0,27 0,17
Hexanol 0,20 0,16 0,12
Heptanal 0,0038 0,0029 tr
o-Pineno 0,57 0,94 0,10
Sabineno 0,15 0,039 0,023
Mirceno 0,76 3,3 0,34
Hexanoato de etilo 0,047 0,13 0,16
Octanal 0,18 0,59 0,004
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o-Felandreno
8-3-Careno
Limoneno
B-Ocimeno
y-Terpineno
Octanol

(Z)-Oxido de Linalol
(E)-Oxido de Linalol
Linalol

Nonanal
Etil-3-hidroxi-hexanoato
Octanoato de etilo
Terpinen-4-ol
Decanal
a-Terpineol

Neral

Carvona

Geranial
Perialdehido

Valenceno

0,021
0,010
76
0,025
0,01
0,13
0,048
0,081
0,75
0,022
0,27
0,035
0,11
0,16
0,19
0,0005
0,058
0,0005
0,034
21

0,024
0,038
134
0,072
0,01
0,37
0,11
0,14
0,92
0,082
0,49
0,023
0,20
0,45
0,91
0,028
0,11
0,035
0,097
4,4

0,009
0,002
18
0,018
0,002
0,089
N.D.
0,022
0,13
0,001
0,28
0,031
N.D.
0,016
N.D.
tr
0,004
tr
0,012
3,3

tr: Componentes detectados a nivel de trazas. N.D.: No detectado.

(Moshonas y Shaw, 1995).
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Alteracion de los componentes volatiles

11.3.- METODOS ANALITICOS DE EXTRACCION E
IDENTIFICACION DE COMPONENTES VOLATILES.

La mayoria de los componentes volatiles estan presentes en los
alimentos sdlo en pequefas 100cantidades, asi como en la fase vapor
en equilibrio con el mismo, en la que la concentracion de los
constituyentes volatiles mas importantes puede variar desde 10" a 10
mg/L, frente a los denominados componentes traza cuya concentracion
incluso queda por debajo de 107 mg/L. Tales concentraciones parecen
sugerir que muchos de estos componentes no resulten importantes en
su aportacion al olor del alimento y que no produciran una estimulacion
sensorial. No obstante se han llegado a determinar valores umbrales
de deteccion tan bajas como 10 mg/L en el caso de la vainillina (van
Gemert y Nettembreiger, 1977).

El estudio de la fraccién volatil en los alimentos segun Alberola e

Izquierdo (1978) requiere cuatro etapas definitorias:

12.- Separacion de la fraccion volatil de la materia no volatil.
22.- Concentracion de la fraccion volatil.
32.- Separacion de los constituyentes de la fraccion aromatica.

42 - |dentificacion de los mismos.

Entre los distintos métodos se pueden distinguir principalmente
entre los que se dirigen a la recuperacion de los “componentes volatiles
totales” presentes en el alimento y las técnicas que se basan en el
estudio del denominado “espacio de cabeza”, correspondiente a los
vapores que, procedentes del alimento, se encuentran en su entorno.
Desde las primitivas técnicas de destilacibn o extraccidn con
disolventes, nuevos métodos se han venido desarrollando para
recuperar los compuestos de interés, intentando no producir
alteraciones de los mismos ni introducir contaminantes o desarrollar

artefactos que puedan interferir en el posterior analisis. No obstante,
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técnicas diferentes aplicadas a una misma muestra conducen
inevitablemente a la obtencion de distintos resultados, aportando una
informacion diferente sobre la identidad y la cantidad de los
componentes volatiles presentes en el alimento. Es considerando esta
variedad de métodos y la diversidad de resultados donde se debe
encuadrar la aplicacion mas adecuada en cada caso para que resulte lo
mas representativo de la composicion en la muestra en estudio.

Muy diferentes técnicas han sido desarrolladas para el aislamiento
de los volatiles a partir del alimento matriz (Bemelmans, 1979; Gomez
et al., 1992; Marsili, 1997; Schreier e Idstein, 1985; Schreier, 1987,
Teranishi et al.,, 1971; Weurman, 1969; Mariaca y Bosset, 1997),
obteniendo diferentes resultados debido a la mayor o menor efectividad

del método en la recuperacion del extracto aromatico final.

Los métodos de determinacién analitica pueden agruparse en dos

categorias.

A) Andlisis de componentes volatiles totales. Destilacion del zumo
y extraccion del destilado con disolvente organico o extraccion directa
del zumo con disolvente organico.

B) Analisis del espacio de cabeza, es decir analisis de la

composiciéon del vapor sobre el zumo.

La primera esta basada en la volatilidad del componente e incluye
varios procesos de destilacion para separar de la matriz del alimento
componentes volatiles de aquellos que no lo son. El otro método se
basa en el coeficiente de distribucion favorable del componente entre
un extractante y el alimento. Numerosos procedimientos han sido
implantados utilizando estos dos principios.

La determinacion cuantitativa de los componentes que aparecen
en el ambito de trazas resulta dificil. Las técnicas empleadas para el

aislamiento y la cuantificacion de volatiles suponen una alteracion en
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las relaciones cuantitativas de los componentes individuales. El uso de
la inyeccion directa del zumo en un cromatografo de gases ha sido
desechado dado que azucares y otros compuestos de elevado punto
de ebullicion llegan a descomponerse en el inyector y oscurecen el

cromatograma.

[1.3.1.- Analisis de componentes volatiles

La eleccidén del método apropiado depende de las caracteristicas
fisico-quimicas de los componentes volatiles de interés, de cual sea su
concentracion en el producto, rango de punto de ebullicion y polaridad,
especialmente.

Existen diferentes factores que hacen complicada la preparacién

de la muestra, segun lo expresado por Parliment (1986):

1.- Nivel de concentracién. La concentraciéon de los compuestos
aromaticos es generalmente baja del orden de ppm, ppb y ppt, por lo
que no es solamente necesario aislar los componentes sino que han de
concentrarse en un alto nivel.

2.- La matriz: Los componentes aromaticos, en su mayoria se
encuentran a nivel celular, asociados con componentes no volatiles
como lipidos, proteinas y carbohidratos, los cuales complican el
proceso de aislamiento. Estos compuestos también pueden crear
problemas por la formacion de espumas y emulsiones y dan lugar a la
aparicion de contaminantes a nivel del sistema de inyeccidon en
cromatografia de gases.

3.- La complejidad de los aromas. La composicién aromatica de
los alimentos resulta en general bastante compleja; a esto se le suma
el hecho de que cada componente tiene caracteristicas fisico-quimicas

diferentes tales como polaridad, solubilidad y pH.
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4.- Variaciéon de volatilidad. Los componentes aromaticos poseen
diferente volatilidad, variando desde aquellos que tienen un punto de
ebullicibn por debajo de la temperatura ambiente a los que se
encuentran en estado solido en las mismas condiciones.

5.- Inestabilidad. Muchos componentes aromaticos son inestables
y pueden ser facilmente oxidados por el aire, o degradados por el calor

o pH extremos.

Por todo ello la eleccién del método apropiado dependera de las
caracteristicas fisico-quimicas de los componentes volatiles de interés,
de cual sea su concentracion en el producto, el rango de puntos de

ebullicion y polaridades.

11.3.1.1.- Inyeccion directa de la muestra en cromatografia de

gases

La inyeccidn directa resulta una técnica bastante conveniente en
el analisis de aceites esenciales o en el que las muestras hayan de ser
diluidas con un disolvente para obtener respuestas dentro de los limites
del detector.

También puede utilizarse en el analisis de muestras acuosas
concentradas. En la industria alimentaria a menudo durante el
procesamiento la materia prima esta disponible en estado acuoso; en
este caso la muestra puede ser inyectada directamente si se encuentra
suficientemente concentrada, ya que el problema se plantea con la
vaporizacién del agua en el interior del sistema de inyeccién (1ul de
agua se transforma en 1000 ul en estado vapor), el volumen final
resulta mucho mayor que el volumen del sistema de inyeccion.
Ademas, a nivel de columna, las fases estacionarias liquidas polares,
como es el caso de las de Carbowax, pueden llegar a degradarse en

presencia del vapor de agua, sobre todo si no son fases fijas ligadas.
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A su vez, si la muestra posee materia en suspension como
carbohidratos y proteinas se ocasionan problemas adicionales, ya que
los componentes no volatiles se descomponen dejando residuos en el
inyector y en la cabeza de la columna (Parliment, 1997). En el caso de

los zumos de naranja esta técnica no ha sido desarrollada.

11.3.1.2.- Extraccion directa con disolvente en muestras acuosas

La extraccion actuando directamente sobre los alimentos es
utilizada para aislar los componentes volatiles o para recuperarlos de
destilados acuosos. El método esta basado en el coeficiente de
distribucion favorable de volatiles entre el disolvente y el alimento o el
destilado acuoso.

Los disolventes utilizados para el estudio de los aromas han sido
listados por Weurman en 1969 y revisados por Teranishi et al. en 1971.

La eleccion del disolvente es un factor importante a tener en
cuenta segun lo expresado por Leahy y Reineccius (1984). Si se
estudian todos los componentes volatiles presentes en el alimento el
disolvente utilizado no ha de ser selectivo, pero normalmente el analisis
no concierne a todos ellos, por o que ha de emplearse un disolvente
selectivo y a ser posible capaz de excluir a aquellos compuestos que
no deseamos determinar y que pueden interferir en el posterior analisis
(Bemelmans, 1979).

Disolventes de elevado punto de ebullicion, tales como el aceite
de parafina y glicerol recomendados por Weurman en 1969 para el
estudio de componentes de bajo punto de ebullicién, practicamente no
han sido utilizados, probablemente debido a las dificultades
encontradas en su purificacion.

Pino et al. en 1981 realizan la extraccién e identificacion de
volatles en zumo de naranja mediante separacidn quimica y

cromatografia en silica gel, consiguiendo el aislamiento de
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hidrocarburos y compuestos oxigenados. Emplean sulfito sodico para la
separacion de aldehidos o y B insaturados, bisulfito sédico en la
separacion de aldehidos alifaticos y metil cetonas. El extracto aromatico
libre de compuestos carbonilicos es tratado con propilenglicol vy
tetracloruro de carbono para la separacion de alcoholes y por ultimo en
la determinacion de los ésteres emplean cromatografia para eluir con
éter etilico. La identificacion se realiza mediante técnicas
cromatograficas y espectroscopicas. Estos autores proponen como
muy favorable la separacion quimica de los componentes aromaticos,
ya que las fracciones aisladas se caracterizan por su grupo funcional
facilitando la identificacion.

Sauri et al. (1988) estudian el aislamiento de volatiles del zumo de
naranja por extraccion con disolvente y por arrastre con nitrégeno y
posterior analisis mediante cromatografia de gases. Emplean la
extraccion directa a partir del zumo con disolvente de bajo punto de
ebullicién (diclorometano) y extraccion por arrastre con nitrogeno y
posterior retencion de los constituyentes extraidos en una pequeia
cantidad de disolvente de punto de ebullicion alto (dimetilformamida).
Como resultado de la experiencia destacan que la extraccion continua
con diclorometano da lugar a rendimientos de extraccion generalmente
elevados, por lo que puede considerarse como una alternativa viable a
la destilacion a vacio y extraccion posterior del destilado. A su vez el
arrastre con nitrogeno y retencién en dimetilformamida permite la
cuantificacion de componentes de punto de ebullicibn muy bajo, que no
son cuantificables cuando se emplea el diclorometano, pues se pierden

al eliminar este, o quedan enmascarados por su pico cromatografico.

La aplicacion de resinas apolares para la extraccion directa de
componentes aromaticos en frutas citricas fue empleada por Di Cesare
et al, en 1990. El analisis se realizd6 mediante la aplicacion de
poliestireno-polivinilbenceno reticulada, resina de caracter apolar, para

la extraccion directa de los componentes aromaticos en zumos de
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frutas. Una operacion previa a la extraccion fue la despectinizacidon
enzimatica del zumo y su paso a través de una columna empaquetada
con resina Kastel S 112, tras su posterior elucién con una cantidad
minima de disolvente. La identificacibon de componentes mediante
analisis de cromatografia gaseosa/espectrometria de masas demuestra
que el método de extraccion directa rinde un concentrado de alta
calidad aromatica, pudiendo ser utilizado antes de la etapa de
concentracion de zumos de frutas para evitar la pérdida de calidad en
el aroma.

En la actualidad, los fluidos supercriticos son empleados como
técnica de extraccion con disolvente, en la extraccion de alcohol y
aromas en disoluciones acuosas (Mchugh y Krukonis, 1986), (Bruner,
1994).

Schultz y Randall en 1970 utilizan dioxido de carbono como
agente extractante, este compuesto ha demostrado tener propiedades
similares al éter dietilico, siendo particularmente efectivo en la

separacion de ésteres, aldehidos, alcoholes y cetonas.

También ha sido descrito un meétodo para la extraccion con
diclorodifluorometano, disolvente de bajo punto de ebullicion (-29°C),
este no ha sido utilizado de manera extensiva, probablemente porque
la extraccion requiere elevadas presiones.

En el estudio de alimentos, el didxido de carbono es el disolvente
supercritico mas utilizado, opera a bajas temperaturas y no ocasiona
degradaciones térmicas en los alimentos, es un producto no toxico ni
caro comparado con los hidrocarburos alternativos que normalmente se
emplean en la extraccion con disolvente (Medina y Martinez, 1997).

La extraccion con diéxido de carbono como fluido supercritico es
una técnica bastante efectiva en la produccion de flavor y fragancias a
partir de materia vegetal, sin embargo no es conocida la influencia de
algunos parametros de operacion sobre la extraccion. Tal es el caso del

tiempo de extraccion, ya que en la determinacion de la composicion de
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un extracto si los compuestos tienen naturalezas distintas, también
presentaran diferentes coeficientes de difusion sobre el fluido
supercritico. Asi compuestos de bajo peso molecular y escasa
polaridad son mas facilmente extraidos que aquellos que presentan
elevados tiempos de difusion sobre el fluido supercritico (Reverchon et
al., 1995).

11.3.1.3.- Destilacion de la muestra seguida de extraccion con

disolvente.

Una de las técnicas mas comunes, en la preparacion de la
muestra para la extraccion de componentes volatiles, es la destilacion a
vapor seguida de la extraccion con disolvente organico. La principal
ventaja que ofrece es la separacidn de componentes volatiles de
aquellos que no lo son en la fase de destilacion; otra ventaja es la
simplicidad de la operacion, el uso de sistemas no complicados,
reproducibilidad, rapidez y la amplia gama de compuestos que pueden
ser analizados. La destilacion a vapor es 6ptima para compuestos que
tienen ligera volatilidad y no son solubles en agua. También es
adecuada para la extraccion de componentes con punto de ebullicion
por debajo de 100°C (Parliment, 1997).

La muestra se emplaza dispersa en agua en un matraz redondo y
mediante el calentamiento directo del mismo se consiguen extraer los
componentes en fase vapor. La destilacién a vapor para la extraccion
de componentes volatiles es utilizada desde 1960, y dependiendo del
pH del medio alrededor del 30-90% de algunos terpenos, alcoholes y
ésteres son perdidos durante la destilacion a vapor a la presion
atmosférica a la vez que aparecen diferentes productos por reacciones
de degradacion.

Similares efectos han sido detectados por Azzouz et al. (1976),

quienes compararon la composicion del aceite esencial de lima
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destilado e inyectado en cromatografia gaseosa con la del aceite
directamente inyectado en un cromatégrafo de gases. Estos autores
destacan que terpenos como el a-tuyeno, y aldehidos como neral y
geranial se pierden totalmente durante la destilacion frente a la
aparicion de otros compuestos como el a-felandreno y o y B-terpineol,
componentes formados durante el proceso de la destilacion.

Para evitar estos problemas de excesivo calentamiento de la
muestra, la destilacién puede ser llevada a cabo en condiciones de alto
vacio.

En estos casos trampas de frio han de situarse entre el matraz de
destilaciéon y la bomba, para impedir la pérdida de componentes
volatiles y el paso de vapor de agua hacia esta ultima.

Moshonas y Shaw (1984), utilizan este sistema para minimizar la
preparacion de la muestra (destilacion a vacio), pero permitiendo la
extraccion con disolvente. Para disminuir la probabilidad de los cambios
térmicos acaecidos con el empleo de elevadas temperaturas, estos
autores realizan la destilacion a temperatura inferior a 60°C.

Marsili et al. (1986), previamente a la extraccion utilizan etanol
para precipitar proteinas y otros componentes que causan emulsion
durante la destilacion. La técnica de cuantificacion empleada por estos
autores incluye el factor de respuesta del estandar interno. Este
meétodo es mas simple y rapido que el anteriormente citado de
Moshonas y Shaw, y es apto para la cuantificacion de componentes del
aceite esencial de la piel de la naranja de elevado peso molecular
presente en el zumo. Puede ser valido para la determinacion de las
pérdidas por concentracion de componentes del flavor deseables y la
presencia de componentes indeseables por la oxidacion del limoneno
que ocurren durante el procesamiento y el almacenamiento de los

productos.

Un sistema de destilacion en condiciones de baja temperatura y

presion fue disenado por Moshonas y Shaw en 1987. La conexion del
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matraz conteniendo el zumo a un sistema de refrigeracion equipado
con un condensador de agua fria, dos trampas de nitrogeno liquido en
serie y la aplicacion de vacio permitieron la identificacion, por inyeccion
directa del destilado en un cromatografo de gases, de 24 componentes
presentes en el zumo de naranja fresco.

Moshonas y Shaw en (1987) realizan analisis cualitativos de los
constituyentes del flavor en zumo fresco y concentrado. EI método
analitico empleado supera los problemas causados por los
componentes responsables del flavor y de muy baja concentracion.

A su vez, un panel de expertos catadores no determind
diferencias entre el aroma del zumo fresco, el concentrado y el del
destilado a baja temperatura y presién reducida. Estos resultados
informan que no existen cambios apreciables o pérdidas de volatiles
durante el proceso de separacion. El aroma del destilado resultd, no
obstante, distinto del aroma del zumo concentrado enlatado o del jugo
reconstituido a partir del concentrado de naranja.

Tras la condensacidon de los vapores, los componentes a
identificar han de ser extraidos de la matriz acuosa; cualquier técnica
de extraccion descrita en la seccidén anterior puede ser aplicada. La
extraccidon con disolventes organicos presenta el problema de la
cantidad de disolvente utilizado, que ha de ser posteriormente
eliminado y ocasiona pérdidas en componentes volatiles, ademas de
quedar en el residuo los aromas con impurezas del extractante a
niveles de concentracion que interfieren en los analisis cromatograficos
(Nuniez, 1988).

11.3.1.4.- Destilacién-Extraccion simultanea.
Lickens y Nickerson (1964), disefian un equipo para la extraccion-

destilacién simultanea (SDE). En este aparato un concentrado acuoso

del producto se introduce en un matraz conectado a un sistema de
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refrigeracion, frente a él, otro matraz es conectado al mismo sistema
pero conteniendo el disolvente.

Los matraces se calientan separadamente y los vapores de agua
y de disolvente condensan juntos en la seccion central de refrigeracion.
Consecuentemente, las fases de agua y disolvente inmiscibles, quedan
separadas en la seccion en forma de U, recirculando cada fase a su
respectivo matraz. El resultado es una destilacion continua que sélo
requiere un pequefio volumen de disolvente para la extraccion de
muestras incluso de cierto tamano. Originalmente este equipo fue
utilizado para el estudio de los componentes del aceite en lupulo de
cerveza.

En 1970, Maarse y Kepner introdujeron una modificacion al
sistema, aplicando una trampa de vacio para evitar la prematura
condensacion del vapor y un condensador de hielo seco para evitar las
pérdidas del disolvente. Seguidamente, en 1974, Romer y Renner
aplican un generador de vapor externo al equipo original.

El sistema disefiado por Lickens-Nickerson (1964), usualmente
trabajaba a presidon atmosfeérica, lo cual implica que el producto queda
sometido a elevadas temperaturas y esto conduce a la degradacion y
aparicion de componentes extrainos. Para minimizar este hecho, el
sistema fue empleado por Buttery et al. (1976) a presidn reducida en el

aislamiento de volatiles en papaya.

Estudios realizados por Jennings et al. (1977) sobre el empleo de
diferentes técnicas para la preparacién de la muestra, incluyendo el
atrapamiento sobre polimeros porosos y la destilacién-extraccion
simultanea, les llevd a la conclusion de que ninguna técnica conducia
hacia resultados que reprodujesen la muestra original; no obstante, con
el sistema de destilacion-extraccion los resultados eran mas proximos a
los reales.

Godefroot et al. (1981) propusieron un micro SDE, este sistema

permite la operacion con un pequefo volumen de disolvente sin tener
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que ser requerido una concentracion del extracto por evaporacion del
disolvente. La recuperacion alcanzada oscila entre el 80-100% para
compuestos tales como alcoholes, cetonas y plaguicidas clorados tras
una hora de procesado. Esta configuracion ha sido utilizada en
diferentes investigaciones principalmente descritas para revisiones de
flavor en alimentos.

Nufez y Bemelmans (1984) estudiaron cuatro técnicas diferentes
de preparacion de muestras para aislar componentes del flavor en
zumo de pomelo mediante cromatografia gaseosa: -destilacion vapor-
vacio; extraccion liquido-liquido; extraccion continua liquido-liquido;
destilacién-extraccion simultanea con solvente (SDE). Por comparacion
con el numero de picos del cromatograma y por la evaluacion del olor
del extracto, estos autores destacan que el SDE para aislar volatiles en
el zumo de pomelo es el mas eficiente.

Green y Payne en 1989 realizan un estudio comparativo sobre la
reproducibilidad del SDE empleando dos sistemas distintos de
destilacion, disefiados por Godefroot et al.(1981) y Schultz et al. (1977).
El ensayo se llevo a cabo mediante la inyeccion directa de los
destilados en un cromatdgrafo de gases, comparando los valores de
las areas de los picos obtenidos para cada componente. En este
estudio se encontro una relacion de areas de 83:100 entre el sistema
de Schultz y el de Goderfroot; esta diferencia de resultados se atribuye
a que en el sistema disefiado por Schultz la condensacion de vapores y
de los componentes volatiles que continuan codestilandose ocurre
antes de que los mismos puedan alcanzar la camara de mezcla.
Destacan finalmente que ambas técnicas son reproducibles y que las
diferencias a nivel cuantitativo estadisticamente no son significativas.

En 1981, Godefroot describe un sistema micro de SDE, en el que
las operaciones requieren un volumen muy pequefio de disolvente, que
evita la posterior evaporacion del mismo para la concentracién de la

muestra.
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A su vez, Blanch et al. (1993) modifican este sistema de micro
extraccidn-destilaciéon simultanea, aportando una ampliacion de la
superficie de condensacion para prevenir las posibles pérdidas de los
componentes de elevada volatilidad, obteniendo asi una excelente
eficiencia de recuperacion de los compuestos analizados en el rango
de mg/L y ng/L. Ademas situan los conductos de conexidn entre los
matraces de la muestra y del disolvente con la camara de mezcla a la
misma altura, permitiendo de esta manera el uso indistinto de
disolventes de mayor o menor densidad que el agua, hecho que hasta
el momento no podia ser efectuado como consecuencia de que en los
sistemas anteriores la calidad de la extraccion esta relacionada con la
optimizacion de la distancia entre la interfase agua/disolvente organico
y los puntos de salida de los conductos de reflujo hacia su respectivo
matraz, reguladas por la densidad de ambas fases. La igualdad de las
presiones hidrostaticas en la interfase a una altura adecuada de las
salidas de los reflujos impide el paso de cualquiera de las fases hacia el

matraz contrario (Rijks et al., 1983).

11.3.1.5.- Concentracion de los componentes volatiles

La destilacion de los componentes volatiles en los alimentos
conlleva a menudo la obtencion de disoluciones acuosas muy diluidas.
Antes de ser inyectados en el cromatégrafo de gases, los volatiles han
de ser concentrados por una de las siguientes técnicas: destilacion,
concentracion por frio, refinamiento, adsorcion 6 extraccion.

Frecuentemente disoluciones organicas diluidas son también
obtenidas durante la preparacion de concentrados de aromas y los
volatiles han de ser concentrados por destilacion antes del analisis.

La concentracion por destilacién fraccionada, fue estudiada por

Junk et al (1974), quienes concentraron una disolucion etérea con
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compuestos de elevado punto de ebullicibn con una recuperacion de
casi el 100% del soluto empleado.

Estos pasos de extraccion y concentracion pueden provocar
variaciones en las relaciones cuantitativas entre volatiles (Moshonas y
Shaw, 1987), y acreditan una abundante informacion cualitativa sobre
los componentes individuales pero no sobre el componente o los
componentes que han sido identificados como responsables del flavor

caracteristico de los frutos.

El primer proceso comercial para la recuperacion de aromas fue
desarrollado para el zumo de manzana en el Earstern Regional
Laboratory del Departamento de Agricultura americano en 1944, y fue
denominado como proceso de recuperacion de esencia (essence). El
proceso fue modificado posteriormente para la extraccion de volatiles
de otros concentrados de frutas. Las soluciones aromaticas son
usualmente extraidas del zumo de frutas durante las primeras etapas
de evaporacién y pueden ser adicionadas al producto final (Johnson y
Vora, 1983).

Autores como Parliment (1997), emplean para la concentracion
del destilado acuoso u organico el sistema de destilacion-rectificacion,
empleando para ello un bafio termostatico y una columna Vigrex.
Mediante este sistema se consigue un destilado rico en los
componentes de mayor volatilidad.

Pero todos estos meétodos tradicionales de concentracion del
zumo durante el procesamiento suponen la aplicacion de elevadas
temperaturas o elevados vacios, lo que supone pérdidas de los
componentes aromaticos que repercuten en la calidad final del aroma
del jugo procesado.

Un procedimiento para la concentracion y fraccionamiento
quimico de aromas fue desarrollado por Parliment (1981). La fraccion
acuosa aromatica se hace pasar a través de una columna

cromatografica con fase estacionaria C1g —fase reversa y la desorcion
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se lleva a cabo mediante la aplicacion de un gradiente (H.0/disolvente
organico). El siguiente paso de identificacion de los componentes
extraidos se realiza mediante cromatografia gaseosa.

Kane et al. (1995), proponen la concentracion del aroma del jugo
del limoén mediante la aplicacion de Osmosis inversa. Esta técnica
presenta un potencial para concentrar aromas sin necesidad de
tratamiento térmico. La G&smosis inversa es un proceso en
contracorriente en el cual los componentes de un fluido se separan a
través de una membrana polimérica semipermeable mediante un
gradiente de presién (Paulson et al., 1985).

En el trabajo de Kane et al. se estudia la evolucién de la
concentracion en el zumo del etanol como indicador del nivel de
separacion durante el proceso de concentracion por ésmosis inversa.
La disolucion se concentra desde 12.2 % hasta 23.4% en etanol. El
balance de masa determinado de la recuperacion de volatiles fue del
79,7%. Las pérdidas de volatiles estuvieron asociadas con la adsorcion
en la matriz polimérica de la membrana y algunas pérdidas fueron

atribuidas a la limpieza.

1.3.2.- Determinacidén de componentes volatiles en espacio de

cabeza.

El aislamiento de volatiles mediante la extraccion de un volumen
de aire del espacio libre sobre un recipiente, seguido de una inyeccion
directa en un cromatdgrafo de gases, quiza sea el mas representativo
de los anadlisis de la composiciéon de la fraccion volatil (Alberola e
Izquierdo, 1978), ya que contiene los volatiles que son responsables
del olor, en las concentraciones y relaciones en las que son percibidas

por la nariz humana.
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La primera aplicacion de esta técnica en la determinacion de
volatiles en zumos citricos fue realizada por Wolford et al. (1963). El
analisis del espacio de cabeza mediante cromatografia gaseosa de tres
muestras de zumo de naranja procedente de tres cultivares distintos,
dio como resultados cromatogramas cualitativamente iguales
observandose pequefas diferencias cuantitativas, lo cual conduce a
pensar que esta técnica puede ser utilizada en la diferenciacion de
zumos procedentes de diferentes cultivos.

Esta técnica ha sido utilizada por un gran numero de autores con
el objeto de obtener cromatogramas de los componentes volatiles
emanados de los alimentos y recomendada por los miembros del grupo
sobre métodos de analisis de la IOFI (International Organitation of the
Flavour Industry).

El cromatograma asi obtenido recibe el nombre de aromagrama,
(Teranishi y Buttery, 1962), presentando numerosas ventajas tales
como la reduccion de la manipulacion de la muestra y la no
introduccion de componentes indeseados por uso de disolvente.

Mediante esta técnica el volumen extraido del espacio de cabeza
es arrastrado con un gas inerte hacia una trampa de frio, la cual puede
formar parte de un sistema cromatografico (Schultz et al., 1971).

Esta técnica presenta la desventaja de que el vapor de agua es el
componente mayoritario recuperado (Tress y Jennings, 1972). Por esta
razon se incorpora mas tarde el empleo de materiales adsorbentes. El
primer adsorbente utilizado fue el carbén activo (Clark y Gonin 1975).

Lund y Dinsmore (1978) destacan que la inyeccion directa de los
gases del espacio de cabeza del zumo de naranja en un cromatografo
de gases, unicamente puede ser empleada para el caso de los volatiles
mas concentrados como en el caso de metanol, etanol, acetaldehido y
limoneno.

Por todo ello, la determinacion de los volatiles en el espacio de
cabeza ha sido empleada con una extension limitada, pero los

resultados pueden ser extrapolados para determinar la cantidad de
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cada componente individual en el zumo de naranja (Rodriguez vy
Culberston, 1983 y Marsili, 1986).

En la actualidad las técnicas descritas en espacio de cabeza

pueden clasificarse en dos grandes grupos:

-Espacio de cabeza estatico,

-Espacio de cabeza dinamico o de purga y trampa.

En los dos casos el principio fundamental es el mismo, los
componentes volatiles de una muestra sdélida o liquida se analizan
mediante el estudio de la atmodsfera adyacente a la muestra que

queremos analizar (Wampler, 1997).

11.3.2.1.- Espacio de cabeza estatico

En el espacio de cabeza sobre una determinada muestra existen
componentes en fase vapor a la temperatura ambiente a la cual se
encuentran, o bien tienen una presion de vapor lo suficientemente
elevada para evaporarse y producir una disolucion gaseosa; en ambos
casos el gas en si mismo puede ser inyectado en el cromatégrafo de
gases mediante una jeringuilla. La cantidad de gas que puede ser
inyectado en cromatografo esta limitada por la capacidad del inyector y
la columna, también ha de considerarse el aumento de presion y flujo
producido al ser inyectada una muestra gaseosa de un volumen
relativamente grande. Normalmente la cantidad de muestra inyectada
esta comprendida entre 0,1-2 mL. La utilidad de este sistema de
inyeccion depende de que existan suficientes cantidades de analito en
el volumen de gas que se inyecta para la deteccion mediante
cromatografia gaseosa.

En esta técnica la muestra se introduce en un vial cerrado y los

compuestos volatiles presentes en la muestra pasan a formar parte del
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espacio de cabeza. Si su concentracion es proxima a 1ppm, podran ser
analizados por la inyeccion directa de una parte alicuota de la
atmoésfera en el cromatdgrafo de gases.

La cantidad de analito inyectada depende de numerosos factores
entre los que se incluyen la cantidad de componente presente en la
muestra, la volatilidad del compuesto, la solubilidad del compuesto en
la matriz y la cantidad de muestra en el interior del vial; por supuesto
también ha de ser considerado el volumen del vial con el que se
trabaja.

Una vez introducida la muestra en el vial se ha de esperar un
cierto tiempo hasta que se alcance el equilibrio entre la matriz del
alimento y el espacio de cabeza, de tal forma que la concentracion de
muestra presente en el espacio de cabeza sera igual a la cantidad total
presente inicialmente en la muestra menos la existente en la matriz.
Teniendo en cuenta el coeficiente de particion del componente entre el
espacio de cabeza y la matriz acuosa, la cantidad de componente que
se inyecta en el cromatografo depende de que volumen del espacio de
cabeza ha sido inyectado. Asi, la concentracion de analito inyectado es
directamente proporcional al volumen de la jeringuilla de inyeccién y a
la cantidad de compuesto presente en el espacio de cabeza, e
inversamente proporcional al volumen del espacio de cabeza presente
en el vial (Wampler, 1997).

La dinamica de trabajo requiere la introduccion de la muestra en
un vial y el calentamiento de la misma; de esta forma se favorece el
enriquecimiento en componentes volatiles en el espacio de cabeza.
Esta técnica presenta las ventajas de no utilizar disolvente en el
analisis, asi como el bajo coste de la instalacion de la misma pero
supone que, para compuestos presentes en la muestra a muy baja
concentracion, el método no tiene la suficiente sensibilidad para su

determinacién (Wampler, 1997).
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11.3.2.2.- Espacio de cabeza dinamico / Purga y trampa

Como su propio nombre indica, esta técnica envuelve el
movimiento de analitos desde la matriz del alimento hacia el espacio de
cabeza. La atmodsfera que rodea al alimento es atravesada de forma
continua por una corriente de gas portador que arrastra con él a los
componentes volatiles presentes en el espacio de cabeza, facilitando la
salida de estos desde la muestra hacia el mismo, sin necesidad de
esperar a que se alcance el equilibrio quimico entre las fases que
conforman el sistema, ademas de incrementar el volumen de muestra
utilizado mas alla del volumen del vial que contiene la muestra. En este
tipo de analisis es usual el empleo de volumenes comprendidos entre
100 y 1000 mL de espacio de cabeza, asegurando de esta forma la
captacion de todos los componentes volatiles de la muestra problema.

La ventaja de este sistema es que todo este volumen es
transferido directamente hacia el cromatégrafo de gases. El analisis se
completa con el paso del gas portador a través de una serie de trampas
que retienen los componentes volatiles, dejando pasar a través de ellas
el gas portador. En este sentido los analitos presentes en el espacio de
cabeza son concentrados en trampas, siendo denominado el sistema
de espacio de cabeza dinamico como concentrador de muestras,
mientras que cuando los componentes volatiles son arrastrados por un
gas portador y atrapados para su determinacion esta técnica también
recibe el nombre de purga y trampa (“purge and trap”) unicamente en el
caso de que la muestra sea liquida, como en el caso del zumo de
naranja; si la muestra es soélida se le denomina como espacio de
cabeza dinamico.

El atrapamiento de los componentes volatiles supone su
adsorcion en un material de gran superficie, 6 bien atrapamiento por
frio mediante condensacion o congelacién del analito en la trampa.

La seleccién de la técnica de atrapamiento y el medio, depende

de diversos factores entre los que se incluyen: la naturaleza quimica
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del analito, su estabilidad térmica, caracteristicas de adsorcion y
desorcion del material adsorbente, volumen del analito sobre el
material, capacidad y coste del agente criogénico y por ultimo la
presencia de material contaminante entre la que se incluye el vapor de
agua.

En el atrapamiento con material adsorbente, en los casos de
idealidad, los componentes volatiles quedan atrapados a temperatura
ambiente. En la siguiente etapa, la desorcion se lleva a cabo mediante
la revolatilizacién de los componentes retenidos por calentamiento de la
trampa a temperaturas moderadas para evitar dafos térmicos.

La mayoria de los materiales adsorbentes aplicados son
polimeros porosos; Tenax (poli-2, 6-difenil-p-fenilen 6xido) es el mas
utilizado en los analisis de espacio de cabeza dinamico (Wampler,
1997).

Padrayuttwat et al. (1996) estudian la idoneidad de diferentes
materiales adsorbentes en la identificacion de componentes volatiles en
Citrus sudachi. Estos autores comparan la eficiencia de Tenax GC,
Porapak Q, Carbén activo, gel de silice y octadecil siloxano. Destacan
que Tenax GC y Porapak Q muestran las mejores recuperaciones de
compuestos, tanto de naturaleza polar como apolar, aunque Porapark
retiene mejor los componentes de mayor polaridad y se obtiene un
perfil mas completo de los componentes aromaticos presentes en la
muestra.

Una norma general es que a mayor capacidad de retencion del
polimero, o menor sea el tamafo de la molécula que pueda retener,
mayor sera la temperatura requerida para desorber analitos vy
regenerar la trampa. Un problema que se plantea con el uso de carbén
activo y gel de silice es su capacidad de retencion de agua.

La dificultad en el empleo de material adsorbente es la
incorporacion de componentes contaminantes durante la desorcion de
los constituyentes volatiles a elevadas temperaturas. Esto se resuelve

mediante el atrapamiento de componentes volatiles criogénicamente
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(Badings et al., 1985), nitrégeno liquido (-196°C) y diéxido de carbono
sélido (-79°C) son los dos componentes escogidos para enfriar las

trampas en las concentraciones criogénicas.

La técnica de espacio de cabeza en la identificacion de
componentes volatiles en zumo de naranja ha sido utilizada por
numerosos autores. Asi Nisperos-Carriedo y Shaw (1990) cuantificaron
20 componentes volatiles en el zumo de naranja mediante espacio de
cabeza estatico; Lizotte y Shaw (1992) con la misma técnica consiguen
identificar 22; Moshonas y Shaw (1992) analizan zumos de naranja
utilizando ambas técnicas de espacio de cabeza estatico y dinamico y
Shaw et al. (1993) identifican mediante el espacio de cabeza estatico
19 componentes.

Aunque el uso del espacio de cabeza estatico evita las pérdidas
de componentes volatiles ocurridas mediante la extraccion, Moshonas y
Shaw (1995) encuentran que la pequefa cantidad de muestra utilizada
por el inyector del espacio de cabeza estatico permite solo la
cuantificacion de unos pocos componentes volatiles en el zumo de
naranja. Estos mismos autores en 1994 analizan los componentes
volatiles mediante espacio de cabeza dinamico detectando vy
cuantificando 46 componentes del aroma en el zumo de naranja fresco.

El sistema de inyeccion mediante espacio de cabeza estatico
requiere una previa presurizaciéon del vial seguido de una liberacién de
presion para forzar un volumen controlado de gases de espacio de
cabeza en la columna del cromatografo de gases. El calentamiento de
la muestra y el incremento de la presién en el vial son los dos
parametros que pueden aumentar el tamafo de la muestra durante la
inyeccion, pero la temperatura de calentamiento esta limitada por el
punto de ebullicion del componente mayoritario, el agua, y la
presurizacién esta limitada por la construccion de un vial y septum
presurizado. Las muestras de zumo de naranja analizadas mediante

espacio de cabeza estatico se suelen calentar de 80°C durante 15
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minutos de equilibrio para obtener un tamafio de muestra aceptable
(Shaw et al., 1991).

11.3.3.- Microextraccion en fase solida

Numerosos métodos analiticos han sido descritos para la
determinacién de la concentracién de volatiles en zumos. Entre las
técnicas mas importantes destacan las de destilacion-extraccion
simultanea, extraccion con disolvente, espacio de cabeza entre las que
se incluyen cromatografia de gases-olfatométrica, espacio de cabeza
estatico y dinamico (purge and trap) en cromatografia de gases,... No
obstante, la mayoria de estos métodos requieren mucho tiempo, con
pasos exhaustivos de concentracion y en algunos casos cromatografos
de gases equipados con instrumentacion de espacio de cabeza. El
desarrollo de nuevos métodos que puedan obviar en alguna manera
estos inconvenientes continda siendo objeto de investigacion (Steffen y
Pawliszyn, 1996).

La microextraccion en fase sodlida es una técnica de reciente
introduccién que evita estas dificultades y puede ser aplicada en la
deteccion de componentes volatiles en bebidas de frutas tales como

zumo de naranja (Zhang et al. , 1994).

En la actualidad es bastante conocido el empleo de materiales
adsorbentes organicos para la extraccion de trazas de componentes
organicos en disoluciones acuosas, en el aire o en el suelo.

La microextraccion en fase sodlida es una de las técnicas mas
comunmente utilizadas, dada la rapidez de extraccibn o
preconcentracion de volatiles y semivolatiles en ausencia de disolvente.
Esta técnica se basa en el coeficiente de reparto entre el compuesto
organico, una disolucion acuosa o fase vapor y una fina capa

polimérica que recubre una fibra de silice fundida (Harmon, 1997). La
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técnica fue descrita por primera vez en 1989 por Berlardi y Pawliszyn
para el analisis quimico medioambiental en agua.

El primer paso consiste en la exposicion de la fibra sobre la
muestra, en la que quedan atrapados todos los analitos procedentes de
la matriz. En una segunda etapa la fibra con los analitos concentrados
se coloca en un sistema de desorcién, seguida de la correspondiente

separacion y cuantificacion cromatografica.

Una adecuada calibracion requiere que la extraccion sea
cuidadosamente  controlada; cada componente tendra un
comportamiento diferente dependiendo de su volatilidad, polaridad,
coeficiente de reparto fase organica/fase acuosa, el volumen de la
muestra y/o del espacio de cabeza, la velocidad de agitacion, el pH de
la muestra y la temperatura, principalmente.

Para estas aplicaciones, se emplea una fibra de silice fundida
recubierta con una fase estacionaria tipo cromatografia de gases, como
puede ser polidimetilsiloxano, ya que la silice fundida en si misma es
quimicamente inerte y muy estable a altas temperaturas (Harmon,
1997). El tamano pequefio y su estructura cilindrica de la fibra permite
ser introducida en una jeringuilla, la cual puede incorporarse facilmente
al inyector de un cromatégrafo de gases.

El sistema manual es una jeringuilla modificada, en la que un
piston polimérico movil esta situado dentro de un cilindro de acero
inoxidable. Este se enrosca a su vez a un regulador de profundidad que
permite guiar una aguja de punta plana la cual se conecta y se fija al
resto del sistema a través de una nuez metalica. La fibra se encuentra
en el interior de la aguja y se introduce en la muestra a través del

septum sin que esta sea dafada.
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11.3.3.1.- Naturaleza del recubrimiento de la fibra

Debido a las diferentes caracteristicas de los analitos a extraer se
ha de considerar la adecuacion de la naturaleza del material
adsorbente e incluso de su soporte y preparacion. Actualmente estan
disponibles en el mercado fibras de materiales no polares
(polidimetilxilosano) y fibras de materiales mas polares (poliacrilato); de
hecho de forma contemporanea se continua trabajando en la busqueda
de nuevos materiales tipo Carbowax, Carboxen (soporte de carbon
activado poroso) y copolimeros de divinil-benzeno. Para la mayoria de
analitos, especialmente compuestos aromaticos polares, la fibra con
recubrimiento de 100 um de polidimetilsiloxano es la mas utilizada; en
el caso en que se requiera un menor tiempo de equilibrio resulta mas
apropiado un recubrimiento de 30 um. Fibras con recubrimientos de
7um obtienen resultados favorables en el caso de muestras que
poseen un elevado punto de ebullicibn, como hidrocarburos
poliaromaticos o también cuando son necesarias temperaturas muy
elevadas para la desorcion en el sistema de inyeccion del cromatografo
de gases. No obstante, las fibras con recubrimientos de mayor espesor
necesitan mas tiempo para alcanzar el equilibrio con la disolucion vy
poseen una mayor sensibilidad por la cantidad de analitos que pueden
absorber (Harmon 1997).

Boyd-Boland et al. (1994) realizan un estudio comparativo de dos
tipos de recubrimiento de fibra polidimetilsioxano (PDMS) de
naturaleza apolar y poliacrilato (PA) de naturaleza polar en la
extraccion de componentes volatiles del espacio de cabeza. PDMS
resulta ser eficaz para un amplio rango de compuestos polares vy
apolares; esta fibra ofrece también una elevada afinidad con la fase
estacionaria de la columna capilar empleada en este estudio. De otro

lado, el empleo del recubrimiento de PA permite una extraccion mucho

70



Alteracion de los componentes volatiles

mas rapida de compuestos mas polares como metanol y etanol. El
porcentaje de eficiencia de ambos recubrimientos fue calculado como
el porcentaje de analito extraido de la disolucién con la fibra; como
resultado, se obtuvo una mayor extraccion de componentes en PA, a
excepcion de los hidrocarburos terpénicos que fueron mucho mejor
extraidos en PDMS.

La técnica SPME se basa en un sistema de equilibrio, por lo que
se define como causa limitante la distribucion de los volatiles entre las
fases muestra-fibra o muestra-espacio de cabeza-fibra. En este mismo
estudio también se determina que el tiempo medio para alcanzar el
equilibrio con el empleo de PDMS es de 40 minutos, frente a 60
minutos aplicando PA. Dado que el PA tiene una estructura de
polimeros cristalinos, los analitos difunden de forma mas lenta a través
del sistema; esto es lo que determina un tiempo de equilibrio mas
amplio. También ha de considerarse un coeficiente de reparto mayor
en PA, por lo que la cantidad de analitos que deben ser absorbidos
para alcanzar el equilibrio también es mayor (Steffen y Pawliszyn,
1996).

[1.3.3.2.- Mecanismo del proceso SPME

En el andlisis de componentes volatiles mediante SPME, la
muestra se introduce en el interior de un vial herméticamente cerrado
mediante un septum.

La fibra ha de limpiarse antes de efectuar cualquier analisis
puesto que la fase polimérica adsorbe compuestos presentes en el aire
que pueden producir ruidos de fondo en el analisis cromatografico. La
limpieza se realiza en poco tiempo introduciendo la fibra en un sistema
de inyeccion auxiliar o en un sistema de limpieza para jeringuillas
(Harmon, 1997).
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Para el analisis de liquidos, la aguja se introduce a través del
septum exponiendo la fibra mediante el empleo del émbolo en la
muestra problema. Después de un tiempo considerado como tiempo de
equilibrio, la fibra se introduce de nuevo en el interior de la aguja,
insertandola directamente en la puerta de inyeccién de un cromatégrafo
de gases un par de minutos. Las moléculas adsorbidas por la fibra
automaticamente son desorbidas por efecto de la elevada temperatura
del sistema de inyeccion.

Puesto que esta técnica implica el empleo de la preconcentracion
de sustancias muy diluidas, la relacion de divisidbn del sistema de
inyeccion debe ser fijado en un valor muy pequefio, en torno a 10:1. En
algunas aplicaciones donde los componentes no se encuentran a nivel
de trazas pueden emplearse divisiones mas elevadas con adecuadas
resoluciones. Es aconsejable el empleo de liner con didmetro interno
inferior @ 1 mm, para mejorar la resolucion de los picos
correspondientes a compuestos de elevada volatilidad; una resolucion
equivalente puede obtenerse con la introduccién de lana de vidrio en el
interior de un liner de mayor diametro.

El enfriamiento criogénico de la columna, para la obtencion de
una mejor resolucion de picos, no es necesario en esta técnica para
ninguna de sus aplicaciones (Harmon, 1997).

La microextraccion en fase solida por inmersion de la fibra en la
muestra acuosa se basa en el reparto de analitos entre la matriz de la
muestra y el medio de extraccion, siendo la cantidad de analito
absorbido por la fibra directamente proporcional a su concentracion en

la muestra:

n= Kfs . Vf .CO VS / Kfs +V3,

n se considera la masa de analito retenida por la fibra, Vs y Vs los

volumenes de la fibra y de muestra respectivamente y Ky el coeficiente

de reparto del analito entre el polimero de la fibra y la matriz; por ultimo
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Co indica la concentracion del analito en la muestra. De la ecuacion
puede deducirse que existe una correlacion linear entre la cantidad de
analito absorbida en la cubierta de la fibra y la cantidad de analito
presente en la muestra. Dado que las fibras utilizadas en SPME tienen
una elevada afinidad por los componentes organicos los valores de Ky
para los analitos son bastante elevados, lo cual significa que el SPME
tiene un buen efecto de concentracion y, por tanto, una adecuada
sensibilidad, aunque en la mayoria de los casos los valores de K no
son lo suficientemente elevados como para obtener una concentracion
exhaustiva de todos los analitos en la matriz. (Zhang y Pawliszyn,
1993).

Para realizar una determinacién exhaustiva a nivel cuantitativo -
mas del 90% del analito capaz de ser retenido por la fibra ha de ser
adsorbido- se ha de considerar que el coeficiente de reparto de dicho
componente entre la matriz y la fibra sea mayor que el cociente Vs / V¢
(Louch et al., 1992).

Cuando la velocidad de transferencia de masa esta determinada
por la difusién del analito en la fibra, la mayoria de ellos alcanzan el
equilibrio en un tiempo inferior a un minuto (Louch et al, 1992). La
rapida extraccidon esta asegurada por el grosor de la capa de
recubrimiento que oscila entre 10 y 100 um de espesor. En la practica,
este efecto puede ser conseguido en muestras gaseosas dado el alto
valor de coeficiente de reparto; en el caso de muestras sélidas, para
conseguir el equilibrio es necesario el empleo de agitacion 6 de

ultrasonidos (Motlagh y Pawliszyn 1993).

11.3.3.3.- Efecto de la agitacion en SPME por inmersion

En este caso, la aplicacion de agitadores magnéticos aumenta el

tiempo para alcanzar el equilibrio debido a la difusion de componentes
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a través de la fina capa de agua que rodea el recubrimiento de la fibra.
(Zhang y Pawliszyn, 1994).

Louch et al., en 1992 comparan métodos de agitacion mediante
pruebas con diferentes velocidades de agitacion, demostrando que
este parametro afecta de forma acusada a la velocidad de transferencia
de masa. También la longitud de la cadena del polimero, su
configuracion y el grado de entrecruzamiento, que varian con el método
de sintesis utilizado, explican algunas variaciones entre las
propiedades de difusion. Por ello, muchas veces el tiempo necesario
para alcanzar el equilibrio es mucho mayor que el tiempo tedrico
calculado, lo que puede justificarse por una agitacion inadecuada (no
ha sido lo suficientemente vigorosa como para poder explicar que el
proceso de adsorcion solo depende del transporte de masa a través del
polimero). Estos autores afirman que una disminucién de la velocidad
de agitacion conlleva un incremento del tiempo de extraccion, como
consecuencia del transporte de masa a través de la capa estacionaria
de agua que rodea la fibra.

La posibilidad de aplicacion de ultrasonidos mejora el transporte
de masa, pero no puede compararse la eficiencia con la de la maxima
agitacion; la curva correspondiente al tiempo de equilibrio alcanzado
con el empleo de la sonificacién equivale a una velocidad de agitacion
del 50%; estos resultados se explican teniendo en cuenta el bajo efecto

de los ultrasonidos a través de las paredes de cristal del vial.

Un método distinto de agitacion investigado realiza la exposicion y
extraccion de la fibra dentro de la disolucion a la velocidad de una
insercion-retracciéon por segundo, para minimizar el grosor de la capa
estatica en la superficie de la fibra, moviendo la fibra en direccion
transversal al de la matriz. La reduccion del tiempo de extraccion es

pequefia comparada con la no agitacién de la muestra.
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Otro parametro que controla la absorcién del analito por la fibra es
la constante de reparto fibra/agua del propio analito. La selectividad de
la fibra por el analito ha de ser escogida con criterios analogos a los de
eleccion de la fase estacionaria en cromatografia de gases.

Las limitaciones debidas a la transferencia de masa por la difusién
del analito en agua se superan haciendo el anadlisis en el espacio de
cabeza, teniendo en cuenta que los coeficientes de difusion de las
particulas en un gas son de cuatro veces superiores a las del agua y al

mismo tiempo se elimina el efecto matriz (Zhang y Pawliszyn, 1993).

11.3.3.4.- Analisis de componentes volatiles en espacio de cabeza
mediante SPME

El uso del espacio de cabeza permite ampliar el empleo de SPME
al andlisis de muestras sdlidas, incluso en el caso de matrices
complejas (Louch et al.,1992).

Los limites de deteccion de SPME en espacio de cabeza segun lo
expresado por Zhang y Pawliszyn (1993) pueden alcanzar niveles de
ppt, cuando se emplea en la deteccion de los componentes volatiles un
detector de captura idnica, y no se observan diferencias de sensibilidad
entre la técnica de SPME directa y el espacio de cabeza.

En el espacio de cabeza mediante SPME, tres fases (fibra,
espacio de cabeza y matriz) estan implicadas. La diferencia del
potencial quimico de los analitos entre las tres fases es la fuerza
impulsora que los conduce desde la matriz hacia la superficie de la
fibra. Para muestras acuosas los coeficientes de reparto espacio de
cabeza /agua estan directamente relacionadas con la constante de
Henry, las cuales estan determinadas por la volatilidad e hidrofobicidad
de los componentes.

Un modelo unidimensional cinético ha sido desarrollado por

Zhang y Pawliszyn (1993), para explicar el proceso de difusion que
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implica la técnica de SPME. La modalidad de espacio de cabeza puede
ser utilizada eficientemente para aislar componentes volatiles con una
constante de Henry superior a 90 atm cm®/ mol.

Para entender la cinética y el equilibrio quimico han de
examinarse previamente las tres fases que conforman el sistema:
recubrimiento polimérico de la fibra, el espacio de cabeza y la
disolucion acuosa. La cantidad de analitos adsorbida por la capa
polimérica esta relacionada con el equilibrio global de los analitos en
las tres fases del sistema.

La cantidad total de cada componente, en el sistema conformado

por las tres fases, puede expresarse mediante la ecuacion:

CoVo=Ci*V1+ Cy” .V +C3” V3,

donde Cy es la concentracion inicial del analito en la disolucién acuosa,
Ci®, C” , C3® , son las concentraciones en equilibrio en el
recubrimiento, en la disolucion acuosa y en el espacio de cabeza
respectivamente, siendo V4, V3, y V3, los volumenes de cada una de las
fases.

Dado que el coeficiente de particién fibra / espacio de cabeza es
Ki=C1*/ C3” y el coeficiente de reparto espacio de cabeza / disolucién
acuosa K, = C3”/ C,”, la cantidad de analito absorbido por la fibra, es
decir la capacidad de absorcion de la fibra, puede expresarse como:

n=CoV1V2.Ki K>/ ( KiKoVi+ KoVi+ Vs )

En muestras acuosas la mayoria de las constantes de reparto
espacio de cabeza/agua tienen valores pequenos, por debajo de 0,25,
por lo que la capacidad del espacio de cabeza para atrapar analitos es
pequena, pero el analisis del espacio de cabeza no afectara a la
cantidad de analito adsorbido por la fibra si el volumen del espacio de
cabeza es mucho menor que el de la muestra acuosa (V3 << V5); como

resultado, en este caso la sensibilidad de la técnica en espacio de
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cabeza es casi la misma que en la inmersion directa (Zhang vy
Pawliszyn, 1993).

Esta ecuacion informa de la cantidad de analito adsorbido por la
fibra cuando el equilibrio ha sido alcanzado. Por otro lado, la cinética
del transporte de masa en la cual los analitos son transferidos desde la
disolucion acuosa hasta el recubrimiento polimérico de la fibra
determina el tiempo necesario para realizar el analisis de componentes
volatiles en espacio de cabeza.

El equilibrio se alcanza cuando la concentracion de los analitos en
cada una de las fases que conforman el sistema es constante, es decir,
se han satisfecho los valores de las constantes de particién entre fases
adyacentes.

En la practica se define el tiempo de equilibrio como el tiempo al
cual la masa adsorbida por la fibra ha alcanzado el 90% de la cantidad
total que podria ser absorbida por la misma, es decir, la concentracion
absorbida a tiempo infinito (Zhang y Pawliszyn, 1993).

Un hecho importante a destacar es la existencia de un punto de
retardo durante el proceso de extraccion. El perfil de la curva que
define la velocidad de transferencia de analitos en el tiempo desde la
matriz hacia el espacio de cabeza presenta un primer tramo de
pendiente elevada seguido de un segundo tramo en el que se observa
una disminucién de la pendiente como consecuencia de la reduccién de
la concentracion de analitos en la matriz hasta alcanzar el tiempo de
equilibrio; este comportamiento también esta condicionado por el
transporte convectivo y difusivo de los analitos en el interior de la
matriz.

El tiempo al cual se alcanza el maximo de adsorcion es
denominado como tiempo de retardo.

Este tiempo de retardo se justifica por la lenta difusion de los
analitos en la fase acuosa, de tal forma que a igualdad de valores de
Kz, para valores de K, suficientemente pequenos, el 90% de la masa ha

sido adsorbida en ese punto. Sin embargo, para valores de K, elevados
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en este punto unicamente se absorbe el 70 % de la masa total. Segun
lo expresado por estos autores en algunos casos el valor del tiempo de
retardo puede coincidir con el de equilibrio, y el analisis del espacio de
cabeza se realiza de forma efectiva siempre que se trabaje en un
medio acuoso estatico.

Para valores de la constante de reparto K, muy pequefios, la
concentracion del analito en el espacio de cabeza es muy baja vy, si
ademas este presenta una elevada K, el tiempo para alcanzar el
equilibrio sera bastante prolongado, y la cantidad de analito absorbida
por la fibra en el tiempo de retardo esta bastante alejada de la retenida

en el tiempo de equilibrio.

De estos resultados se deduce que en el caso de una disolucion
acuosa estatica, los volatiles han de tener una elevada constante de
Henry, consecuencia de su elevada volatilidad e hidrofobicidad y no
deben tener una constante de reparto elevada entre la fibra y el

espacio de cabeza.

11.3.3.5.- Optimizaciéon de SPME en espacio de cabeza

Numerosos factores pueden influir en la cantidad de analitos
extraidos mediante SPME, tales como volumen del material
adsorbente, caracteristicas del mismo, derivatizaciones del analito,
modificacion de la matriz, agitacion de la muestra, enfriamiento de la

fibra, modificaciéon de la fuerza idnica de la matriz,...
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11.3.3.5.1.- Efecto de la agitacion de la fase acuosa

La técnica en espacio de cabeza se mejora con el empleo de la
agitacion continuada de la muestra como consecuencia de una
uniformidad en la concentracion de volatiles en la matriz y la constante
disponibilidad de los mismos en la superficie en contacto con el espacio
de cabeza, es decir, el transporte de masa es mucho mas rapido que
en las otras dos fases, con lo cual deja de ser el paso limitante del
sistema.

El coeficiente de reparto entre el sistema acuoso y el espacio de
cabeza suele tener un valor préximo a 0.2, por lo que la agitacion del
sistema facilita la salida de volatiles hacia el espacio de cabeza y en
condiciones en que el coeficiente de reparto entre le fibra y el espacio
de cabeza sea elevado, el tiempo requerido para alcanzar el tiempo de
equilibrio sera menor que en ausencia de agitacion.

En el segundo equilibrio fibra/espacio de cabeza la transferencia
de componentes volatiles es mas rapida dado que el coeficiente de
difusion en esta interfase tiene un valor mas elevado, lo que hace que
la transferencia de masa en el equilibrio agua-espacio de cabeza-fibra
sea mas rapida que en el paso directo agua-fibra (Zhang y Pawliszyn,
1993).

Estudios realizados por Penton (1996) sobre el efecto de la
agitacion de la fase acuosa, demuestran que esta es efectiva para
incrementar la respuesta de componentes de baja volatilidad, no siendo
necesaria para componentes volatiles.

11.3.3.5.2.- Efecto de la temperatura

Un aumento de la temperatura conlleva un coeficiente de reparto

mayor en el equilibrio matriz/espacio de cabeza, favoreciendo de esta
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forma el proceso de extraccion. No obstante, temperaturas elevadas
pueden afectar al coeficiente de reparto del sucesivo equilibrio entre el
espacio de cabeza y la superficie de la fibra; en base a esto se habla
de un optimo de temperatura, dependiente de las interacciones entre

analitos, fibra y matriz (Penton 1996).

Zhang y Pawliszyn en 1996, demuestran que la sensibilidad del
método puede aumentarse por el calentamiento de la fase acuosa,
pero al mismo tiempo ha de darse el enfriamiento de la fibra mediante
una corriente de COz; liquido.

Para la extraccion de volatiles en muestras solidas se requiere el
calentamiento de la muestra (Zhang y Pawliszyn, 1993); la cantidad de
volatiles aumenta significativamente si el muestreo se realiza a alta
temperatura, pero el problema se plantea cuando la fibra se calienta, ya
que esta comienza a tener pérdida de capacidad para adsorber
volatiles. En condiciones normales existe un 6ptimo de temperatura; lo
ideal seria realizar el muestreo calentando la muestra a alta
temperatura manteniendo la fibra a baja temperatura y de esta forma
adicionando también agua puede hacerse una extraccion cuantitativa
de compuestos tipo tolueno, xileno,..., que teniendo un coeficiente de

reparto pequefo serian imposibles de analizar a temperatura ambiente.

La optimizacion de la extraccion de componentes volatiles en
zumo de naranja mediante SPME ha sido recientemente estudiada por
Mingyu Jia et al. (1998). Estos autores estudian el efecto de diferentes
temperaturas (25 a 80°C) sobre el tiempo de equilibrio con PDMS como
recubrimiento polimérico. Resaltan que el aumento de la temperatura
supone una reduccion del tiempo necesario para alcanzar el equilibrio
entre fases, pero a su vez una disminucion de la cantidad de analito
retenida por la fibra, como consecuencia de la disminucion de la
constante de reparto entre los gases que conforman el espacio de

cabeza y el recubrimiento polimeérico.
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[1.3.3.5.3.- Efecto de la adicién de sal

La naturaleza de la matriz puede ser modificada para influenciar el
coeficiente de reparto de los analitos entre fibra y matriz. Por ejemplo,
anadiendo una sal a la muestra acuosa (NaCl, Na, SO,) la fuerza
i6nica del medio se exalta, de esta forma aumenta el reparto de
componentes polares (no idnicos) hacia la fibra, porque la forma neutra
es atraida mas eficientemente por el recubrimiento polimérico apolar; el
pH de la muestra acuosa también puede ser ajustado para prevenir la

ionizacion de los analitos.

Estudios realizados por Yang y Peppard (1994) muestran que,
generalmente, la presencia de electrolitos en un sistema de adsorcion
puede afectar en dos aspectos: cambiando la polaridad de la fase
limitante y disminuyendo la solubilidad de los compuestos hidrofébicos
en la fase acuosa. Este ultimo es conocido como efecto de “salting out”,
una disminucion de la solubilidad del agua favorece el coeficiente de
reparto entre el espacio de cabeza y la fase acuosa.

A su vez, definen la influencia de la sal sobre la absorcion de un
conjunto variado de componentes volatiles en SPME, destacando la
existencia de cuatro tipos de comportamientos distintos. Un primer
grupo, en el que se incluyen la mayoria de los componentes
estudiados, en que la adsorcion aumenta con el incremento de la
concentracion salina, y entre los que destacan butirato de etilo, cis 3-
hexen-1ol, linalol, neral y carvona, todos ellos presentes en la fraccidon
aromatica del zumo de naranja.

Un segundo grupo de componentes en los que la adsorcidon
aumenta inicialmente alcanzando un punto en el que una elevada

concentracion salina no afecta a la adsorcion que permanece

81



constante, como sucede con acetato de etilo, también presente en la
fraccion aromatica del zumo de naranja.

Un tercer grupo incluye aquellos componentes en los que la
adsorcion aumenta inicialmente disminuyendo mas tarde con el
aumento de la concentracion salina.

Finalmente, un cuarto comportamiento en el que la absorcion
disminuye para elevadas concentraciones salinas, caso del limoneno,

que es el terpeno mayoritario de la fraccion aromatica de la naranja.

Estudios realizados por Steffen y Pawliszyn (1996), sobre el
efecto “salting out”’, muestran que una disminucioén de la solubilidad del
agua favorece el coeficiente de reparto entre el espacio de cabeza y la
fase acuosa. Para ello estudiaron el efecto de tres concentraciones
diferentes de sal (15%, 36% y 42%) sobre la adsorcion en el
recubrimiento de poliacrilato, determinando un valor 6ptimo de adicion
de sal (saturacion al 36%) por encima del cual la recuperacion
disminuye por efecto del “salting in”, excepto en el caso del a-pineno,
para el que la extraccidn se favorece con la ausencia de sal y del etanol
y hexanol, en los que una adicion de sal al 42% mejora en gran medida
la adsorcién sobre poliacrilato.

A su vez demuestran que la disminucién del pH en la matriz
produce una disminucion de reparto de analitos del zumo a la fibra y en
base a esto justifican la escasa extraccion de volatiles en la matriz

modelo de pH equivalente al zumo de naranja.

11.3.3.6.- Naturaleza del recubrimiento y manipulacion de la fibra

Esta técnica puede ser empleada para la extraccion de

componentes volatiles y semivolatiles. Aunque se trate de un equilibrio

quimico, puede aplicarse para una extraccion exhaustiva ya que si el

coeficiente de reparto entre la fibra y la matriz es elevado, la cantidad
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de analitos adsorbidos unicamente pasa a depender de la
concentracion inicial de los mismos en la muestra y del volumen de la

misma (Zhang y Pawliszyn, 1994).

La microextraccién en fase solida consta de dos etapas: adsorcién
de analitos sobre la fibra y desorcion de los mismos en el sistema
analitico de instrumentacion, generalmente cromatografia gaseosa con
detector de ionizaciéon de llama o acoplada con espectrometria de
masas. Parametros como la velocidad, la reproducibilidad y la precision
del método dependen de la fase de extraccion. La etapa de la
desorcion, que esta estrechamente relacionada con la eficiencia de la
separacion cromatografica y la precision del analisis cuantitativo, regula
en su totalidad las posibilidades de utilizacion potencial del método.
Estudios realizados por Arthur et al. (1992), sobre la optimizacion de la
microextraccion en fase soélida, muestran que esta se consigue
teniendo en cuenta factores como la profundidad de la aguja y de la
fibra en el interior del vial, tiempo de adsorcion, profundidad de la fibra
en el inyector y tiempo de desorcion dentro del inyector.

La localizacién de la fibra dentro del inyector es un parametro
importante a determinar, ya que si la fibra se situa en la parte alta del
inyector menor cantidad de analitos seran desorbidos, debido al
gradiente de temperatura existente en el interior del inyector,
especialmente para compuestos menos volatiles.

El efecto de la temperatura del inyector se estudia considerando
la aplicacion de un gradiente de temperatura desde temperatura
ambiente hasta la programada, encontrando que no existen diferencias
entre la aplicacion de una isoterma y el gradiente de temperaturas.
Estos autores deducen que la temperatura optima del inyector ha de
ser ligeramente superior al punto de ebullicion mas elevado de los
componentes que se determinan.

Otro aspecto estudiado es el tiempo de desorcion que debe

permanecer la fibra en el interior del inyector, encontrando que
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manteniendo la fibra a 150°C durante 2 minutos no se observan restos
de analitos retenidos en la fibra, y no se produce degradacion del
recubrimiento después de 100 inyecciones sucesivas en cromatografia

de gases.

Segun la ecuacion definitoria de la cantidad de analito adsorbido
por la fibra, esta es directamente proporcional al volumen del material
adsorbente y la sensibilidad mejora proporcionalmente con el espesor
del mismo, la longitud de la fibra 0 ambos simultdneamente (Louch et
al., 1992).

Con relacion a la naturaleza del recubrimiento de la fibra, para
compuestos de naturaleza apolar o moderadamente polar, el analisis
mediante SPME permite la extraccién de picogramos de analito a partir
de muestras con concentraciones de ppb, cantidades que permiten la
identificacion y cuantificacion mediante captura de iones o
espectrometria de masas. A pesar de que tanto la matriz como el
material adsorbente de la fibra compiten por atrapar analitos, la
afinidad hacia la fibra es crucial en el muestreo mediante SPME;
compuestos no polares resultan ser mas facilmente extraibles mediante
material no polar y viceversa; cuando los compuestos son polares la
afinidad de los analitos por el recubrimiento de la fibra ha de superar la
afinidad por la matriz acuosa. El polidimetilxilosano es un recubrimiento
de naturaleza apolar ideal para la extraccion de compuestos no polares
como benzeno, tolueno, etil benzeno e isémeros del xileno y para
hidrocarburos poliaromaticos en matrices acuosas, pero no puede
extraer compuestos polares tipo fenoles y derivados. El poliacrilato,
material absorbente muy polar, extrae fenoles y derivados de forma
eficiente pero no permite elevada sensibilidad en la extraccion de
compuestos de naturaleza benzénica. De hecho la constante de
reparto fibra/agua para componentes apolares con polidimetilxilosano

resulta mayor respecto al poliacrilato (Zhang y Pawliszyn, 1994).
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La derivatizacion puede ser utilizada para reducir la polaridad de
compuestos de naturaleza polar y de esta manera incrementar sus
coeficientes de reparto fibra/agua y al mismo tiempo mejorar la
separacion cromatografica (Louch et al., 1992). En SPME los analitos
polares pueden ser derivatizados en medio acuoso, o0 bien
directamente puede ser modificada la naturaleza de la fibra con un
reactivo derivatizante; de esta manera se realiza simultdneamente la
extraccion y la derivatizacion hacia compuestos analogos de menor
polaridad, mas susceptibles al analisis por cromatografia de gases.
Con la derivatizacién la cantidad de analito adsorbida por la fibra es
mayor como consecuencia de que la relacion de concentraciones entre
la fibra y el espacio de cabeza no alcanza rapidamente el valor de
equilibrio ya que los componentes polares siguen derivatizandose al ser
adsorbidos por la fibra. La reaccion tiene una cinética de primer orden,
donde la cantidad que se acumula en la fibra es proporcional a la
integral de la concentracidon del analito en el espacio de cabeza durante
el periodo de tiempo en el que la fibra esta expuesta (Zhang vy
Pawliszyn, 1994).

11.3.3.7.- Analisis cuantitativo en SPME

Dado que la técnica de SPME se basa en el equilibrio entre fases,
es necesario una calibracion para el analisis cuantitativo. El equilibrio
en la extraccion se alcanza cuando la concentracion del analito es
homogénea en las tres fases y las distintas concentraciones por cada
par de fases satisfacen los valores de su respectivo coeficiente de
reparto. En la practica se suele definir como tiempo de equilibrio al
tiempo en que la masa adsorbida por la fibra es el 90% de la capacidad
total de la fibra (Zhang y Pawliszyn, 1993). Este puede calcularse sobre
la base del punto de cambio de pendiente de la curva donde se

representa la masa adsorbida en funcién del tiempo. Cuando el valor
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de la constante de reparto entre la fibra y el espacio de cabeza es
elevado, mayor numero de analitos son adsorbidos por la fibra al
alcanzar el tiempo de equilibrio; cuanto mayor sea el coeficiente de
reparto mayor es el tiempo para alcanzar el equilibrio, que a su vez
depende de la generalmente lenta difusion de analitos en la fase
acuosa. Zhang y Pawlisyn (1993) demuestran que para un valor
determinado de la constante de reparto liquido/espacio de cabeza,
aunque se varie el valor de la constante de reparto fibra/espacio de
cabeza, el tiempo en alcanzar el equilibrio apenas si se modifica; de
hecho el coeficiente de difusion en la fibra es menor que en la fase
acuosa, pero el volumen de la fibra es muy pequefio comparado con
las otras fases, por lo que el tiempo de difusidn en el interior de la fibra

es mucho menor.

En el caso en que el valor de la constante de reparto fibra/espacio
de cabeza sea elevado, cuando el analito tiene un valor de reparto
espacio de cabeza/agua pequefio, de acuerdo con la ley de Henry, la
concentracion de analito en el espacio de cabeza es baja, la extraccion
en el espacio de cabeza afecta a la concentracion en la fase acuosa,
por lo que se necesita mucho tiempo para alcanzar el equilibrio.

Teniendo en cuenta la incidencia de los valores de las constantes
de reparto en el tiempo de equilibrio, puede decirse que la aplicacion
del método SPME en espacio de cabeza para una disoluciéon acuosa
estatica requeriria componentes con elevado valor de la constante de
Henry, que puede ser resultado de una alta volatilidad e hidrofobicidad
de los mismos, no debiendo tener un coeficiente de reparto elevado
entre la fibra y el espacio de cabeza. Los compuestos organicos
normalmente cumplen estos requerimientos, pero podria ser utilizado
para diferenciar componentes volatiles de aquellos con menor
volatilidad (Zhang y Pawliszyn, 1993).

A temperatura ambiente puede emplearse el espacio de cabeza

en SPME, siendo bastante eficiente para aislar compuestos con una
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constante de Henry elevada, sobre 90 atm. cm® /mol, aunque también
puede ser empleado para compuestos menos volatiles con una alta
sensibilidad, pudiendo llegar a ser cuantificados sin alcanzar el
equilibrio.

Steffen y Pawliszyn (1996), estudian los componentes volatiles del
zumo de naranja en el espacio de cabeza, considerando el paso
limitante la difusion de analitos desde la fase acuosa hacia el espacio
de cabeza. En el caso del zumo de naranja dada la complejidad de la
matriz, esta en si misma puede ser considerada como un paso limitante
del transporte de analitos a través del zumo. Igualmente sucede con el
transporte de analitos a través del sistema, teniendo en cuenta la
presencia de solidos suspendidos, el potencial de la emulsion, la
porcion de analitos que puede quedar atrapada en los poros 6 células
de estas particulas (pulpa), que para ser extraidas deben atravesar la
capa estatica de agua en el interior de la pulpa, penetrar en la pared
celular, difundir en el liquido del zumo, y cumplir el reparto en el

espacio de cabeza y difusion a través de la fibra.

Cuando la muestra es gaseosa el calibrado resulta facil y la
cantidad de analitos extraidos mediante la fibra se correlaciona
linealmente con el coeficiente de reparto que esta determinado por la
humedad y la temperatura (Zhang y Pawliszyn, 1994).

La calibracion en muestras se lleva a cabo con la adiciéon de un
estandar interno (Potter y Pawliszyn, 1994), cuyo coeficiente de reparto
ha de ser similar al de los analitos; compuestos isotdopicamente
analogos a los analitos son los mejores estandares internos por sus

propiedades quimicas y fisicas parecidas.

87



11.3.4.- Separacion e identificacion de componentes volatiles

La introduccion a principios de la década de los cincuenta de la
cromatografia gaseosa supuso un gran avance en el analisis de
componentes volatiles (Wright, 1997), que con los desarrollos que la
técnica ha venido experimentando a lo largo de todo este tiempo ha
permitido el amplio conocimiento que actualmente se tiene sobre la
fraccion aromatica de los alimentos y de muchos de los componentes

responsables de estas caracteristicas.

El primer analisis de componentes volatiles en zumo de naranja
dulce empleando cromatografia gas-liquido fue realizado en 1961 por
Wolford y Attaway; desde entonces numerosos trabajos se han
realizado con diferentes objetivos, tales como conocer la calidad del
aroma en la fruta fresca o en los productos derivados, el estudio de la
calidad tecnoldgica y prevenir las reacciones de degradacion de los

mismos (Pino et al., 1981).

En base a esto la cromatografia de gases permite desvelar gran
cantidad de informacion a cerca de la composicion en constituyentes
volatiles del aroma en un alimento. El proceso basico conlleva la
separacion en columna de la mezcla en forma vapor de componentes
seguido de la deteccion en un detector universal; este proceso recibe el
nombre de cromatografia gaseosa unidimensional (Wright, 1997).

Una de las limitaciones de este proceso es la incapacidad de
asignar una identificacion definitiva, estructural 6 informacién del grupo
funcional de los picos cromatograficos aislados, con lo cual queda
restringida a la separacion absoluta de componentes volatiles. Por este
motivo diferentes técnicas han sido desarrolladas y utilizadas para
eliminar las limitaciones de la cromatografia gaseosa unidimensional e
incrementar la calidad y cantidad de informacion que puede ser

extraida de una separacion cromatografica.
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11.3.4.1.- Cromatografia de gases multidimensional

Bertsch (1978), define las cualidades que ha de reunir una técnica
para que pueda ser englobada dentro del marco del analisis

multidimensional. Estas pueden agruparse en dos:

1.- Sistema provisto de dos columnas con diferente selectividad
en combinacién con un sistema (integracion, espectrometria de masas,
etc.) que pueda permitir asignar indices de retencién, 6

2.- Sistema provisto de dos columnas de diferente selectividad y
un dispositivo para transferir selectivamente una porcion

cromatografica de una columna a otra.

En la practica tales definiciones restrictivas dejan fuera un numero
de técnicas y conceptos que son mas utiles para eliminar las
limitaciones del sistema unidimensional (Wright, 1997), por lo que para
cualificar una técnica bajo el nombre de analisis multidimensional

debera ir acompanada de:

1.- Prever un aumento en la informacioén cualitativa, considerando
identificacion de picos, funcionalidad u otras caracteristicas que
podrian ser previstas de otra manera mediante el analisis
monodimensional.

2.- Incremento de la resolucidn de picos mas alla de lo que podria

alcanzarse a través de mejoras en la eficiencia de una simple columna.

Existen numerosas técnicas analiticas que reunen estas
caracteristicas y entre estas se incluyen técnicas de cromatografia
gaseosa en las que una simple columna de cromatografia de gases
esta unida a un sistema de caracterizacién de estructuras quimicas,
como la cromatografia gaseosa acoplada a espectrometria de masas

(Ligon y May, 1984, Gordon et al., 1988), cromatografia gaseosa-
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espectrometria infrarroja transformada de Fourier, cromatografia
gaseosa acoplada a un detector de emision atomica y cromatografia

gaseosa-ICP (inductively coupled plasma) (Gordon et al., 1988).

Otro sistema de deteccién puede ser utilizado para la ampliacion
de la informacion cualitativa obtenida de una separacion simple en
columna con el uso de detectores selectivos multiples operando en
paralelo. En este proceso el efluente de una columna cromatografica es
dividido entre dos o mas detectores presentando diferentes
selectividades (Wang et al., 1983). Este mecanismo hace posible
utilizar las relaciones de respuesta de dos detectores para confirmar la
identificacion del pico cromatografico, o posiblemente asignar
funcionalidad  quimica o  caracteristicas  sensoriales. Las
configuraciones que son bastante empleadas en el campo de perfiles
aromaticos son las que emplean detector de fotoionizacion/detector
fotométrico de llama, detector de fotoionizacidon/detector de nitrogeno
fosforado (Parliment y Spencer, 1981; Stan y Mrowtez, 1983) y detector

de fotoionizacién/detector olfatométrico (Tachotikul y Hsieh, 1989).

También es posible la aplicacion de detectores selectivos
operando en serie; esta resulta ser la mas util de las estrategias
empleadas para determinacién de aromas, siempre y cuando un de los
dos detectores no sea destructivo con la muestra. Los detectores de
conductividad térmica y fotoionizacién cumplen este requisito y son
empleados como primeros detectores en una variedad de
configuraciones de detectores acoplados en serie (Phillips y Gratzfeld-
Husgen, 1984; Driscoll, 1985).

En las experiencias realizadas por estos autores el detector de
conductividad térmica tiene utilidad limitada para el estudio de los
aromas dado que tiene escasa sensibilidad y selectividad. En la
practica se encuentra que el detector de fotoionizacion posee una

excelente sensibilidad en el campo de deteccion de los componentes
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aromaticos que son importantes en la respuesta olfativa humana
(Langhorst, 1981).

Gran cantidad de configuraciones incorporan el detector de
fotoionizacion como parte de un sistema de detectores acoplados en el
campo de perfiles aromaticos. Entre ellos, se incluyen: detector de
fotoionizacion-detector fotométrico de llama, detector de fotoionizacién-
nitrégeno fosforado, detector de fotoionizacién-quimioluminiscencia. En
cada uno de estos casos el detector de fotoionizacion se utiliza como
detector de elevada sensibilidad, ya que obtiene respuesta para la
mayoria de los componentes volatiles que son importantes para la

respuesta olfatométrica.

Tachotikul y Hsieh, (1989), demuestran que en el sistema de
acoplamiento de detectores el mas util de todos es el detector de
fotoionizacion acoplado a un detector olfatométrico, por ejemplo un
“sniff-port”. En este caso el investigador puede oler directamente el
efluente y asignar un aroma u olor descriptivos para cada uno de los

picos que eluyen del detector de fotoionizacion.

11.3.4.2.- Captura idnica - Espectrometria de masas

Cada paso de un método analitico proporciona informacién que
puede ser utilizada en la caracterizacion de una mezcla compleja de
componentes volatiles. Gran parte de esta informacién puede
obtenerse con el empleo de un sistema que combina la cromatografia
de gases con un detector multicanal (espectrometro de masas).

La espectrometria de masas de forma simultanea ofrece
informacion cualitativa y cuantitativa acerca de la composicion en
constituyentes volatiles de interés en un alimento, siendo esta una de

las técnicas mas empleadas en tales analisis (Huston, 1997).
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La espectrometria de masas es una técnica donde el analito a la
salida de una columna cromatografica es primeramente ionizado con la
finalidad de obtener una nube de fragmentos de iones con una
distribucion de relaciones carga/masa. Mediante la separacion de estos
fragmentos i6nicos en base a su relacion carga/masa y la medida de
las intensidades de las sefales se obtiene un espectro de masas que

define las caracteristicas del compuesto.

En la mayoria de estos instrumentos una transmisién cuadruple,
proporciona espectros de masas mediante barrido secuencial a través
de un marco instrumental que selectivamente permite el paso de iones
con relacion carga/masa especifica en el espectrometro de masas.
Estos filtros de masas son utilizados comunmente en el analisis de
sustancias con concentraciones por debajo de los nanogramos (March
y Hughes, 1989).

Los mismos campos eléctricos de los instrumentos de transmisién
cuadruple, pueden ser obtenidos mediante el empleo de electrodos con
diferentes geometrias para establecer una trampa iénica (March y
Todd, 1995). La trampa idnica retiene y concentra los iones antes de su
analisis en el espectrometro de masas, de esta forma es mas selectivo

que un filtro de masas.

11.3.4.3.- Cromatografia de gases olfatométrica

El término de OAV (odor activity value), fue introducido en 1957
por Patton y Josephson, poco después de la introduccion de la
cromatografia gaseosa por James y Martin en 1952 (Mistry, et al,,
1997).

El progreso en el andlisis instrumental en la identificacion de
componentes volatiles ha contribuido a la identificacion masiva de los

mismos (Maarse y Visscher, 1989), pero desafortunadamente la
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relevancia sensorial de esos componentes no ha sido extendidamente
evaluada, a pesar de que el uso de la nariz humana como detector
sensitivo en cromatografia de gases fue propuesto por Fuller et al.
(1964).

Uno de los mayores problemas en el estudio de los aromas es
seleccionar a aquellos compuestos que significativamente contribuyen
al aroma en los alimentos.

El término de flavor usualmente es dividido entre los conceptos de
sabor y olfato que son percibidos en la boca y en la nariz
respectivamente. No obstante, el término de flavor en muchas
publicaciones queda referido unicamente a los aromas. Los conceptos
de olor y aroma no estan bien definidos y frecuentemente son utilizados
como sinonimos. El término de olor es mejor reservarlo para olfatear el
alimento antes de ser introducido en la boca (percepcion nasal); el
aroma es una percepcion retronasal del alimento en la boca (Blank,
1997).

La fraccidén volatil de un alimento esta constituida por un gran
numero de componentes de los que sélo unos pocos son significativos
en la determinacion del flavor. Una tarea importante es la de distinguir
o diferenciar los compuestos fuertemente activos de aquellos menos
activos presentes en los alimentos (Grosch, 1993).

El primer paso en la estimacion de la importancia de un
componente del flavor en un alimento determinado es el calculo de la
relacion entre su concentracion y su valor umbral en el flavor (Rothe y
Thomas 1963; Meilgaard 1975); cuando el olor es percibido nasalmente
y retronasalmente, o para su umbral de olor, cuando el olor es
eventualmente solo nasal. El resultado se denomina como “valor de

”

aroma”, “unidad de flavor

Iy Gk,

valor de olor” o “valor de actividad-olor”.
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El analisis del flavor en un alimento es mas eficiente cuando las
posiciones de los compuestos mas importantes en el olor han sido
previamente localizados en un cromatégrafo de gases capilar. En la
practica, el examen del efluente de un cromatégrafo de gases con
columna capilar mediante deteccidon del olor es comunmente utilizado
como primer paso en el analisis del flavor y es conocido como

cromatégrafo de gases olfatométrico.

El numero de volatiles detectados por el cromatégrafo de gases
olfatométrico no s6lo depende del valor umbral de deteccién de los
mismos, sino que también depende de parametros arbitrariamente
seleccionados, tales como cantidad de muestra, dilucidon de la fraccidn
volatil por el solvente y volumen de la muestra analizada por
cromatografia de gases Grosch (1993).

En general, resulta bastante dificil juzgar la relevancia sensorial
de los componentes volatiles de un simple analisis de cromatografia
olfatométrica; por este motivo, durante los ultimos 40 afos, se han
desarrollado diferentes técnicas para poder estimar la contribucion
sensorial de un solo componente en el aroma de un alimento. Técnicas
de andlisis de dilucion de un extracto (AEDA) (Ullrich y Grosch, 1987)
CharmanAnalysis (Acree et al.,, 1984) y Osme (McDaniel et al., 1990)
son los métodos mas empleados en el analisis cromatografico
olfatométrico.

Dos técnicas de dilucion de extractos (AEDA y CharmanAnalysis)
junto con la técnica Osme han sido desarrolladas para obviar las
limitaciones de una simple cromatografia gaseosa olfatométrica.

En la técnica de AEDA el analisis cromatografico se lleva a cabo
con la utilizaciéon de un divisor de flujo a la salida de la columna, de tal
forma que las muestras son detectadas mediante un detector FID
(detector de ionizacion de Illama) y un detector olfatométrico

separadamente.
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La sucesiva dilucion del extracto junto con los analisis
cromatograficos de cada una de las diluciones dan lugar a la deteccién
de una de ellas en las que los componentes aromaticos no son
percibidos. En base a esto se define el factor de dilucion como la
relacion existente entre la concentracion del compuesto en el extracto
inicial y el extracto mas diluido en el que fue detectado el componente
aromatico mediante cromatografia gaseosa olfatométrica. Este factor
de diluciéon es una medida relativa al valor de actividad olorifica de un
compuesto en el aire. Esta técnica ha resultado ser bastante efectiva
en la determinacién de la relevancia sensorial de los componentes
volatiles en los alimentos (Mistry et al., 1997).

La concentracion de un determinado componente puede ser
determinada mediante la multiplicacion del factor de dilucion al cual el
componente no es detectado por su concentracion umbral.

Otra posibilidad de utilizacion de esta técnica de dilucidén es la
combinacion de la técnica de espacio de cabeza con AEDA. De esta
manera se evitan las posibles pérdidas de los componentes mas
volatiles durante las etapas de concentracion y eliminacion del
disolvente. La técnica ha sido aplicada tanto a nivel de espacio de
cabeza estatico (Guth y Grosch, 1993, Grosch, 1993; Milo y Grosch,
1995) como espacio de cabeza dinamico (Grosch, 1993), ofreciendo

las ventajas de un método de extraccion en ausencia de disolvente.

La técnica CharmanAnalysis definida por Acree et al. (1984) esta
también englobada dentro del campo de las técnicas olfatométricas de
dilucion. El término “Charm” es un acronimo de “Combined Hedonic
Aroma Response Measurements”. Definido como un método cualitativo
y cuantitativo en el analisis de un efluente en cromatografia de gases y
utilizado para medir areas de picos y descriptores de olores
respectivamente. Este método combina el uso de cromatografia de
gases/detector de ionizacion de llama/cromatografia gaseosa

olfatométrica, asistido por el uso de un programa informatico.
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La técnica requiere la preparacion de un extracto aromatico del
componente de interés y la aplicacion de diluciones hasta que no sea
detectado el componente mediante cromatografia gaseosa
olfatométrica. La serie de dilucion de los extractos es analizada de
forma aleatoria. Una vez que los componentes son separados en la
columna cromatografica se conducen hacia el olfatobmetro dentro del
cual una corriente de aire humedo arrastra la muestra hacia la persona
que realiza el analisis olfatométrico y este acciona un sistema eléctrico
hasta que cambien las caracteristicas del olor o bien este desaparezca.
Los intervalos de tiempo de retencién de cada olor son dibujados para
producir un pico cuadrado con una altura determinada, de esta forma
los cromatogramas estan constituidos por la suma de los picos
cuadrados producidos en un indice de retencion dado de todas las
muestras en una serie de dilucion, representando los picos frente a un
factor de dilucion. Las areas bajo el pico reciben el nombre de Charm,
siendo proporcionales a la cantidad de compuesto de olor activo en la
muestra mas concentrada.

La diferencia principal de interpretacion de resultados entre el
sistema de AEDA y el CharmanAnalysis es que en este ultimo se
cuantifica la duracion del olor mediante cromatografia de gases
olfatométrica, mientras que en el sistema AEDA unicamente es

considerado el maximo valor de la dilucion detectado (Mistry, 1997).

McDaniel et al. (1990) desarrollan la técnica Osme. Este término
deriva de la palabra griega de significado olfato y puede definirse como
un bioensayo cuantitativo de deteccion del olor de un componente
eluyendo de un cromatégrafo de gases olfatométrico (Miranda-Lépez,
1990). Consiste, en la preparaciéon de un extracto representativo del
olor en estudio. La inyeccidén en un cromatégrafo de gases con sistema
de deteccién quimico permite la obtencion de un perfil analitico del
mismo; posteriormente el final de la columna se conduce hacia una

abertura de deteccion sensorial, en la que el efluente se introduce en
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un tubo Venturi de cristal y dirigido hacia la persona que realiza el
analisis olfatométrico, que estima la intensidad de un compuesto
utilizando una escala electronica tiempo-intensidad y al mismo tiempo
describe el olor del eluyente. Los datos obtenidos mediante este
método son: tiempo de retencidn del olor, rangos de intensidad en el
tiempo y descriptores correspondientes del olor. Como en el caso de
los métodos anteriores, estos tiempos de retencién son considerados
como indices de retencion. En el cromatograma denominado
Osmegrama quedan representadas las intensidades medias percibidas
frente a los indices de retencion.

La diferencia existente entre este método y los anteriores es que
unicamente una concentracidon del extracto es valorada, por lo que los
resultados obtenidos no estan basados en los niveles umbrales de

deteccion.

11.3.4.4.- Nariz electronica, instrumentos sensoriales que emulan

la nariz humana.

El sistema de nariz electronica ha sido disefado para analizar
mezclas complejas en estado vapor; l6gicamente esta técnica presenta
limitaciones ya que su efectividad no puede ser comparada con la de la
nariz humana (Hodgins, 1997). Este modelo es analogo al sistema
olfatométrico humano; consta de un sensor que representa los
sensores presentes en la nariz humana, un circuito que imita la
conversion de la sefial quimica en eléctrica en el cerebro humano vy
finalmente un sistema informatico que realiza las funciones del cerebro
humano.

Este método de identificacion de componentes volatiles es
complementario a los anteriormente descritos. La técnica generalmente
aporta una informacién comparativa mas que cualitativa y cuantitativa,

pero no obstante es ideal para un analisis rapido en un control de
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calidad de alimentos. Sin embargo, la diferencia fundamental entre la
nariz humana y la electronica es que esta ultima no puede diferenciar
aquellos compuestos que no son aceptables por la nariz humana.

El sistema de cromatografia gaseosa/espectrometria de masas
genera una informacion cualitativa y cuantitativa sobre los compuestos
individuales presentes en la fase vapor. No obstante, para poder
determinar que tipo de compuestos son importantes en el flavor del

alimento se requiere la contribucion humana.

11.3.4.5.- Determinacion de enantiomeros y su importancia en el

aroma de los alimentos.

Uno de los factores a tener en cuenta en el analisis del aroma de
un alimento es la presencia de componentes con comportamiento
quimico muy similar, por ejemplo, isémeros.

El método mas utilizado en la separacién de enantibmeros
conlleva la interaccion de los diastereomorfos con un medio quiral, que
se lleva a cabo por la derivatizacion del analito con un auxiliar quiral,
seguido de la separacién de los diastereocisdmeros en un medio aquiral,
por ejemplo medios cromatograficos 6 electroforéticos. De igual forma
los diastereoisdmeros pueden ser disueltos en un disolvente aquiral y
analizados por espectroscopia de resonancia magnética nuclear
(Bernreuther et al., 1997).

Las técnicas mas utilizadas en el analisis del flavor segun lo
expresado por Shreider et al. (1995), pueden agruparse en: métodos
quirépticos, espectrométria magnética nuclear, electroforésis y
cromatografia gaseosa.

Existen diferentes métodos quirépticos utilizados en quimica
analitica, tales como la polarimetria, la dispersion Optica rotatoria y

meétodos basados en la actividad éptica vibracional.
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En el pasado la técnica mas empleada en el analisis del flavor en
moléculas simples y mezclas complejas como aceites esenciales, era la
polarimetria. Esta técnica todavia se emplea en el analisis rutinario de
la pureza Optica del flavor en compuestos, pero presenta el
inconveniente de la necesidad de una gran cantidad de muestra para la
correccion de los analisis.

Mas recientemente estos métodos quirdpticos han sido
reemplazados por técnicas cromatograficas. El preciso conocimiento de
las relaciones enantioméricas entre los componentes es importante en
el conocimiento de la autenticidad de productos alimenticios y aceites
esenciales, asi como en la preparacion de fragancias y perfumes.

El uso de fases estacionarias quirales de elevada pureza ha
reemplazado a la conversion de enantiomeros en diastereoisomeros
mediante un agente quiral de derivatizacién.

Un ejemplo caracteristico de la importancia de los enantiémeros
en el flavor de los alimentos es el limoneno. El (R)-(+)-limoneno, se
encuentra en una concentracion superior al 90% en el aceite esencial
de naranja, el (S)-(-)-limoneno se encuentra en el aceite de especies de
menta y coniferas. El limoneno racémico recibe el nombre de
dipenteno. Estos limonenos se emplean en la fabricacion de fragancias
(Bauer et al., 1990) y la calidad del olor de la composicion depende de

su composicion enantiomérica.

11.3.4.6.- Cromatografia liquida de alta presion

La aplicacién de la cromatografia liquida de alta presion (HPLC)
para la deteccibn de componentes volatiles en alimentos, ha sido
empleada por Kubeczka (1981). El empleo de este sistema en la
identificacion de los componentes del flavor, permite trabajar a

temperatura ambiente sin necesidad de aplicar las altas temperaturas
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de la cromatografia gaseosa e impedir una degradacion de los
productos.

La mayoria de las aplicaciones de estas técnicas han ido
destinadas a la determinacion de productos naturales labiles,
bioquimicos, farmacéuticos, drogas, tintes, plaguicidas y también
alimentos. No obstante, se han observado problemas en su aplicacion
asociados con la deteccion de aquellos componentes que se
encuentran a baja concentracion, especialmente para aquellos
productos que no absorban la luz UV.

Lee y Nagy (1990), proponen un nuevo método de cromatografia
liquida de alta presion, aplicando para ello la fluorescencia como
sistema de deteccion.

Destacan que el empleo de este sistema en la deteccion del 4-
vinil-guayacol, (componente derivado de la descarboxilacion del acido
ferulico y conocido como causante del desarrollo de olor desagradable
en el zumo de naranja), presenta un nivel de sensibilidad superior en

10 o 15 veces al detectado mediante la cromatografia gaseosa.

I.4.- ALTERACION DE LOS COMPONENTES VOLATILES
DURANTE EL PROCESADO Y ALMACENAMIENTO

El propdsito de la identificacion y cuantificacion de los
componentes volatiles del zumo es el de conocer su contribucion a la
calidad del flavor del mismo. Por ello se ha de considerar la
contribucion individual de un cada componente volatil. Otro problema

es que el aroma de la fruta desarrolla cambios desde que es exprimida,
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durante el procesamiento del zumo y el almacenamiento (Durr y
Schobinger, 1981).

El zumo de naranja ha sido durante mucho tiempo el mas
apreciado por el consumidor (Katz y Giese. 1998), siendo uno de los
factores que condicionan este hecho la calidad de su fraccidn
aromatica (Shaw, 1994). El aroma fresco del zumo de naranja puede
ser modificado por los tratamientos a los que queda sometido durante
el procesado industrial y/o por las condiciones de almacenamiento
(Shaw, 1986).

De esta forma, la degradacion del acido ascérbico, mediante
mecanismos de pardeamiento no enzimatico, las reacciones de
hidratacion y deshidratacion y otras reacciones quimicas, catalizadas
en el medio acido del zumo, son las principales responsables de la
pérdida de frescura, color y desarrollo de olores desagradables en los
zumos citricos (Lee y Nagy, 1996).

Estos cambios suponen un grave problema para la calidad del
zumo de naranja en el procesamiento de citricos en la industria (Pino y
Duran, 1981).

Para evitar estas alteraciones es necesario desarrollar métodos
objetivos y suficientemente sensitivos para la determinacién de las
reacciones de degradacion del zumo durante las diferentes etapas de
procesamiento y almacenaje.

Las posibles contribuciones de un soélo volatii a la calidad
sensorial del aroma de zumo fresco varia en funcién de la naturaleza
del mismo; por ejemplo, los compuestos terpénicos presentes en la
fraccion aromatica de la fruta fresca que son insaturados facilmente se
oxidan por accion del aire con el desarrollo de olores y sabores

desagradables (“off-flavour”).
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I1.4.1.- Alteraciones del aroma durante el procesado industrial

En el procesado industrial el zumo de naranja experimenta
cambios que indudablemente causan una alteracion en el flavor original
del zumo fresco. Para poder entender estos cambios es necesario
tener una informacién cuantitativa sobre los componentes mas
caracteristicos del aroma de la naranja en ambas modalidades de
zumo (zumo fresco y procesado). Tal informacion permite actuar
modificando las condiciones del procesado e incluso, la posible adicién
de fracciones volatiles recuperadas en algunas de las etapas de
tratamiento, para conseguir un perfil aromatico en el producto acabado
proximo al del zumo fresco (Nisperos-Carriedo y Shaw, 1990). Para
esto también han de tenerse en cuenta las proporciones en las que se
encuentran los componentes (Shaw, 1979), el valor umbral del sabor
(Patton y Jesephson, 1957), el efecto sinergista entre componentes
volatiles (Shaw y Wilson, 1980) y las interacciones de los componentes
volatiles con los no volatiles (Ahmed et al., 1978b).

Nisperos-Carriedo y Shaw en 1990, estudian el efecto del
procesado industrial sobre los componentes volatiles del zumo de
naranja por comparacion de la fraccién volatil del zumo fresco con la
del procesado. Estos autores identifican y cuantifican mediante la
técnica de espacio de cabeza 20 componentes volatiles entre los que
se encuentran aldehidos, alcoholes, cetonas y ésteres. Sin embargo,
no determinan diferencias en cuanto al perfil aromatico de los zumos
industriales pasteurizados y sin pasteurizar con respecto al zumo
fresco, pero si detectan variaciones importantes de concentracion en
los zumos pasteurizados reconstituidos de zumos concentrados; en
ellos observan disminuciones en el contenido de acetaldehido, acetato
de metilo, butiratos de metilo y de etilo, frente al incremento de
concentracion detectado para decanal, octanal y linalol, de menor

volatilidad.
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Octanal y decanal son aldehidos considerados como importantes
contribuyentes al aroma del zumo de naranja (Arctander, 1969,
Boelens y van Gemert, 1987) y constituyen estandares de identidad del
aceite esencial de naranja. Por el contrario, autores como Ahmed et al.
(1978a) determinaron que un contenido en decanal superior a 0,72
ppm suponia una contribucidon negativa a la calidad del zumo de
naranja.

Los ésteres identificados, acetato de etilo, butirato de etilo y
butirato de metilo también son componentes definitorios de la calidad
de la fraccion aromatica (Arctander, 1969). La pérdida de concentracion
de estos componentes esta asociada a la pérdida de calidad del zumo
de naranja.

En general el proceso de pasteurizacion requiere tratamientos
térmicos que modifican el delicado flavor de un zumo fresco (Moshonas
et al., 1993). Numerosos autores han intentado definir los cambios
sufridos por el flavor del zumo fresco durante el tratamiento térmico al
que quedan sometidos (Schreier et al., 1977 y 1979; Schreier, 1981,
Nisperos-Carriedo y Shaw, 1990; Moshonas et al., 1993; Fellers y
Carter, 1993; Nagy et al, 1989). No obstante, los componentes
generados o modificados inmediatamente después del tratamiento
térmico han sido dificiles de detectar y los pocos cambios identificados
no han sido estudiados por su contribuciéon al flavor del zumo
pasteurizado, segun Schreier (1981).

Moshonas y Shaw, recientemente (1997), han realizado un
estudio comparado del flavor y la composicion quimica del zumo de
naranja pasteurizado de la variedad Valencia y el zumo de naranja
fresco. La accion del tratamiento térmico sobre los componentes del
flavor es mas acusada conforme las condiciones de temperatura y
tiempo aumentan; por este motivo, estos autores pasteurizan el zumo
de naranja fresco bajo condiciones de 98°C -11 segundos (zumo

ligeramente pasteurizado) y 98°C-37 segundos (pasteurizacion alta).
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Los resultados de la evaluacion sensorial, comparando el zumo
fresco con los pasteurizados, muestran la ausencia de diferencias
significativas entre el zumo fresco y el ligeramente pasteurizado.
Ambos zumos tenian una mejor clasificacion heddnica que la
correspondiente al zumo tratado a mas alta temperatura; a su vez la
aplicacién del test de diferencias triangulares entre muestras rindio
resultados paralelos a los anteriores.

El estudio para determinar los cambios sufridos en la composicion
quimica del zumo -responsables de las diferencias de flavor entre el
zumo fresco y el altamente pasteurizado- se llevan a cabo mediante la
técnica de espacio de cabeza en cromatografia gaseosa. El analisis de
las tres muestras no detecta a nivel cualitativo diferencias en
composicién, pero si a nivel cuantitativo, aunque estas diferencias son
escasas Yy no coincidentes con los cambios causados por el tratamiento
térmico.

Otro hecho detectado por estos autores es la existencia de
mayores diferencias de concentracion entre el zumo fresco y el
ligeramente pasteurizado. Estos resultados no ayudan a entender los
cambios de flavor detectados a nivel sensorial y plantean el analisis de
componentes volatiles totales mediante la extraccion con diclorometano
y posterior analisis cromatografico del zumo fresco y el zumo altamente
pasteurizado.

Ambos zumos muestran cromatogramas idénticos salvo la
excepcion de la presencia de un pico cromatografico distinto a nivel del
zumo altamente pasteurizado que identifican como acido octandico.

Harrison y Elder, en 1950, determinaron el nivel umbral del flavor
para este componente, estableciéndolo en 22,4 ppm. Algunos de los
miembros panelistas observaron notas de olor y flavor rancio a niveles
de concentracion por encima de las 50 ppm, mientras que para
concentraciones inferiores solo se determina un flavor rancio, como si
el acido octandico enmascarase las notas del flavor deseadas en el

zumo control. Estos resultados coinciden con lo expresado por

104



Alteracion de los componentes volatiles

Arctander (1969), quien expresa que este acido presenta un olor rancio
repulsivo siempre a concentraciones bajas (< 0,1 %), y un flavor y olor

rancio cuando las concentraciones quedan por encima de las 50 ppm.

Una de las etapas finales en la elaboracién del zumo de naranja
es la concentracion. Lafuente et al. (1980) detectan que durante la
concentracion por evaporacion la mayor parte de los componentes
volatiles responsables del aroma tipico del zumo de naranja se separan
junto con el vapor de agua.

Por ello, para obtener productos de calidad, los aromas
eliminados deben restituirse al zumo. En la década de los 40 se
desarrollé un procedimiento de aromatizacion consistente en incorporar
al zumo concentrado, de aproximadamente 60° Brix, la cantidad de
zumo fresco necesario para obtener una mezcla de 40-45° Brix
(McDowel et al., 1948). El producto obtenido de esta forma (“cut-back”),
convenientemente conservado por congelacion (-18°C), tiene una
excelente calidad habiendo alcanzado un alto grado de aceptacion
comercialmente, pero es evidente que de esta forma se consigue sélo
una aromatizacion parcial.

Posteriormente, el desarrollo de la técnica de concentracion con
recuperacion de aromas en los zumos de frutas ha encontrado una de
sus principales aplicaciones en la preparacion de los denominados
superconcentrados de naranja (60-65° Brix) que por conveniente
dilucibn en agua permiten obtener zumos reconstituidos cuya
aceptacion es parangon a la del zumo fresco (Wolford et al., 1968).

En el proceso industrial de recuperacion de aromas se diferencian
dos etapas fundamentales: la desaromatizacién del zumo, que se lleva
a cabo por la evaporacion parcial del mismo y la concentracion de la
fraccidn volatil recuperada en la primera etapa por rectificacion en
columna; de esta forma se obtiene una esencia cuyo contenido en
componentes aromaticos es de 100 a 200 veces mas alto que el del

zumo. La concentracion del zumo desaromatizado se completa a parte
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hasta el nivel deseado y al zumo concentrado se le anade la esencia
que contiene los aromas recuperados. El proceso fue aplicado por
primera vez por Milleville y Eskew (1944) al zumo de manzana
operando a presion atmosférica.

Para productos muy termosensibles, como el zumo de naranja, se
han desarrollado sistemas de recuperacion de aromas que operan a
presion reducida. Estos métodos, presentan, no obstante, ciertos
inconvenientes entre los que cabe destacar la necesidad de utilizar
instalaciones de mayor tamafio, debido al aumento del volumen de los
vapores por la menor presion de trabajo y las inevitables pérdidas de
componentes volatiles, arrastrados por los gases incondensables, a
través de la bomba de vacio (Mannheim y Passy, 1975).

Peleg y Mannheim (1973) han estudiado el efecto de las variables
del proceso de recuperacibn de aromas del zumo de naranja
empleando el sistema WURVAC, que opera a vacio y recurre al
arrastre con nitrogeno para facilitar la separacion de los componentes
volatiles en la columna de rectificacion.

En el estudio de las condiciones de desaromatizaciéon del zumo se
experimentan como variables la temperatura de precalentamiento, la de
evaporacion y la proporcion de agua eliminada. Esta comprobado que
la efectividad de la desaromatizacion aumenta con la proporcion de
agua evaporada para cualquier combinacién de temperatura de
precalentamiento-evaporacion ensayadas. Al aplicar un
precalentamiento de 110°C se observa que al reducir la temperatura de
evaporacion, como consecuencia de aplicar mayor vacio, se logra una
mejora en la eliminacion de las sustancias volatiles reductoras.

La temperatura de precalentamiento produce un efecto importante
sobre la desaromatizacién. Para una temperatura de evaporacion de
25°C si se precalienta el zumo se elimina menor cantidad de sustancias
volatiles totales que mediante precalentamiento a 110°C (con un 16,4%
de agua evaporada se logra eliminar el 68,3% de volatiles, mientras

que con el 18% de evaporacion tan solo se consigue eliminar el
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58,5%). En cuanto a la fraccion volatil hidrosoluble, que contribuye de
forma importante a la frescura del zumo se obtienen grados de
eliminacién que siguen las mismas pautas que las sustancias volatiles
reductoras.

Otro factor importante a tener en cuenta durante el procesamiento
del jugo es el efecto de la ultrafiltracion (Hernandez et al., 1992). Esta
técnica se puede emplear para clarificar el zumo o como un paso
anterior para la eliminacion de sabores amargos de naranja Navel y
pomelo con resinas de adsorcion (Wethern, 1991) para facilitar el flujo
del liquido a través de la columna de adsorcion. Este proceso también
se emplea como paso anterior a la concentracion por ésmosis inversa.
La eliminacion de sdélidos suspendidos permite por concentracion del
zumo de naranja niveles de 42° Brix (Cross, 1989).

Koseouglu et al. (1990) estudiaron el uso de membranas en el
procesamiento de citricos y observaron cambios en la composicién del
zumo de naranja y pomelo después de la ultrafiltracion.

Los cromatogramas del espacio de cabeza de permeado vy
retenido muestran que algunos compuestos aromaticos en el jugo son
retenidos en la pulpa durante el proceso de ultrafiltracion. La mayoria
de los compuestos solubles en agua, aldehidos ésteres y alcoholes,
pasan a través de la membrana; los menos polares, tales como
limoneno y valenceno, tienden a permanecer en el retentado, tal como
se muestra en la Tabla 11.4.-1. Este efecto resulta mas pronunciado en
el limoneno, donde menos del 5% se encontré en el permeado. El
mismo caso fue encontrado con el valenceno y el a-pineno. El
cromatograma de zumo fresco fue similar al del retenido excepto por la
menor concentracion de compuestos hidrofdbicos.

La distribucion de los componentes del aroma durante la
ultrafiltracién es un factor importante cuando el permeado y el retenido
han de ser sometidos separadamente a diferentes tratamientos
consecutivos, como por ejemplo, desamargado o procesos de

calentamiento.
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Tabla 11.4.-1.- DISTRIBUCION DE COMPONENTES VOLATILES
EN ULTRAFILTRACION DEL ZUMO DE NARANJA FRESCO

Componentes Zumo fresco Zumo permeado Zumo retenido
(ppm) (ppm) (Ppm)

Acetaldehido 11,90 + 0,18 11,30 £ 1,30 12,40 + 1,47
Hexanal 0,10 + 0,01 0,05+ 0,01 0,09 + 0,01
Octanal 0,78 + 0,05 0,57 + 0,05 0,08 + 0,04
Decanal 0,61+ 0,02 0,10 + 0.01 0,78 £ 0,02
Butirato de etilo 0,54 + 0,01 0,56 + 0,07 0,53 + 0,01
Hexanoato de etilo 0,02 + 0,01 0,02 + 0,02 0,03 +£ 0,01
Metanol 26,00 + 4,80 16,00 + 0,26 47,00 + 4,80
Etanol 515,00+ 81,1 366,00 £69,60 526,00 + 60,20
Linalol 0,68 + 0,02 0,85 + 0,06 0,71 +£0,02
Limoneno 106,00 £ 8,60 7,50 + 0,94 161,00 £ 8,30
a-Pineno 1,00 £ 0,07 0,25 + 0,06 1,80 £ 0,07
Valenceno 3,60 +£ 0,37 1,20+ 0,10 5,40 + 0,21

Koseouglu et al., (1990)
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[1.4.2.- Alteraciones del aroma durante el almacenamiento

En el estudio del efecto de las condiciones de almacenamiento
sobre la fraccion aromatica del zumo de naranja se han de considerar
tanto las condiciones de almacenaje del fruto como del zumo, ya que
ambos en condiciones usuales de trabajo son almacenados
previamente a su utilizacion.

Los frutos citricos una vez cosechados sufren pérdidas de peso
por respiracién y progresivas deterioraciones, como consecuencia de
acciones bacterianas y fungicas y segun las condiciones de
temperatura y humedad del ambiente. Tales efectos perjudican
enormemente al sabor, aroma y apariencia del producto y son

responsables a veces de sustanciosas pérdidas econdmicas.

Diferentes técnicas han sido disefiadas para prevenir estos
cambios y deterioros, tales como almacenamiento frigorifico en
atmosfera controlada y almacenamiento hipobarico (Grierson y Ben-
Yeshohua, 1986), aunque estos métodos resultan muy costosos. Un
sistema alternativo o complementario es la aplicacién de ceras y otras
capas protectoras y contenedores (Kester y Fennema, 1986).

Con relacion a esta problematica, Nisperos-Carriedo et al. (1990)
estudian los cambios sufridos en los componentes volatiles
constituyentes del flavor del zumo de naranja por la aplicacién de cinco
lipidos y materiales envolventes del fruto antes de su utilizacion en
fabrica. El estudio se lleva a cabo durante dos dias a la temperatura de
21°C. Utilizando la técnica de espacio de cabeza identifican 15
componentes caracteristicos del zumo de naranja y presentes en
ambos tipos de zumo, el procedente de la naranja recubierta y el de la
naranja testigo sin recubrir. Los resultados obtenidos detallan que para
aquellos frutos sin recubrir se detecta un ligero crecimiento de metanol,
etanol, acetaldehido, hexanol y cis-3-hexenol, frente al aumento

considerable en la fruta recubierta del acetaldehido, acetato de etilo y
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butiratos de etilo y metilo, componentes caracteristicos del aroma

fresco de la naranja.

Una vez el zumo ha sido procesado las modificaciones quimicas
acaecidas durante el almacenamiento se deben fundamentalmente a la
presencia de derivados furanicos, acidos hidroxicinamicos y otros
productos derivados por transformaciones de los componentes del
aceite esencial incorporados durante el procesado industrial.

Los derivados de los furanos han sido identificados como
productos de degradacion asociados con el pardeamiento en productos
citricos; desde el punto de vista sensorial contribuyen al aroma y estan
principalmente asociados con el olor dulce, frutal, acaramelado,...
Aparentemente determinan el pardeamiento desarrollado durante el
almacenamiento, siendo furfural e hidroximetilfurfural los dos derivados
mas abundantes en los zumos citricos.

El furfural es el componente mas utilizado como indicador de la
calidad del zumo, ya que su contenido en el zumo fresco y procesado
puede ser considerado nulo frente a las cantidades detectadas en los
zumos con un almacenamiento prolongado (Nagy y Randall, 1973).
Este componente proviene de la degradacion anaerdbica del acido
ascorbico, no estando relacionado con el desarrollo del olor de los
zumos envejecidos, sino como indicador de un tratamiento térmico
excesivo (Maraulja, et al., 1973), ya que el valor umbral de deteccion
del furfural en zumo de naranja es aproximadamente de 80 ppm, y este
valor es bastante mas elevado que el que puede ser detectado en un
zumo envejecido; legislativamente su contenido es mucho mas bajo.

El hidroximetilfurfural, es un aldehido ciclico formado por la
deshidratacion en medio acido de hexosas cuando son sometidas a
elevadas temperaturas. Siempre en condiciones de fabricacion
higiénicas un elevado contenido en este compuesto indica un excesivo
tratamiento térmico durante la concentracién o la pasteurizacion (Lee y

Nagy, 1996). Este componente es considerado como un precursor del
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pardeamiento en los zumos citricos y esta relacionado con la pérdida
del color de los mismos.

En los zumos de frutas la concentracion y tipo de azucares, la
cantidad y estructura de los aminoacidos, pH, asi como empaquetado,
almacenamiento y las reacciones con otros compuestos pueden llegar
a afectar a la produccion de hidroximetilfurfural durante el

procesamiento y el almacenamiento de los zumos de frutas.

Lee y Nagy en 1988, detectan en el zumo de pomelo envasado en
botes de cristal y enlatado un aumento considerable del contenido en
hidroximetilfurfural, siendo funciéon de la temperatura y el tiempo de
almacenamiento. Asi mismo, estos autores, en 1996, estudiaron el
crecimiento gradual de la concentracion de este componente sobre
zumo de naranja concentrado y almacenado a temperaturas de 5 y
24°C. El contenido inicial de hidroximetilfurfural era de 0,03 ppm,
detectandose en el zumo almacenado durante 22 semanas a 24°C un
aumento de la concentracion alcanzando 3 ppm, frente a 0,2 ppm

detectadas en el zumo almacenado a 5°C.

En el caso del zumo de naranja un contenido elevado en
hidroximetilfurfural se relaciona con su pardeamiento (Lee y Nagy,
1988), pero no con modificaciones sensoriales (Goldenbergm, et al.,
1994).

Los acidos hidroxicinamicos entre los que se encuentran el para-
cumarico, ferulico, caféico y sinaptico y sus formas complejas son

detectados en los frutos citricos (Naim, et al., 1992).

Durante el procesamiento y almacenaje de los zumos citricos, la
descarboxilacién catalitca en medio acido de los acidos
hidroxicinamicos conducen a la formacion de vinil-fenoles; asi la
descarboxilacion del acido p-cumarico produce p-vinil-fenol, la del acido

ferulico, p-vinil-guayacol, dos derivados que han sido detectados por

111



Lee y Nagy (1996) en los zumos citricos procesados. Los vinil-fenoles
son compuestos de olor desagradable con un umbral de deteccion
bastante pequefo, llegando su presencia a afectar a la aceptabilidad
del zumo citrico.

El 4-vinil-guayacol, ha sido detectado como el componente mas
detrimente en el flavor de los zumos de naranja enlatados (Tatum et al.,
1975). Este componente imparte al zumo de naranja olor a envejecido
0 podrido a niveles de 0,075 ppm. Estos autores estudian la
degradacion de los productos formados en zumo de naranja enlatado
durante el almacenamiento, detectando la presencia de diez
compuestos de degradaciéon formados durante doce semanas de
almacenamiento a 35°C. Tres de estos compuestos a-terpineol, 2,5-
dimetil-4-hidroxy-3 (2H)-furanona y 4-vinil guayacol mostraron
propiedades de contribucion sensorial negativas. Un panel entrenado
de catadores afirma que 4-vinil guayacol cuando es adicionado al zumo
control imparte una caracteristica de zumo envejecido, frente a la
adicion de a-terpineol, 2,5-dimetil-4-hidroxy-3 (2H)-furanona que
aportan su olor caracteristico pero en ninguna medida comparable al
del 4-vinil guayacol.

La deteccion del 4-vinil-guayacol, puede ser un buen indicador de
la descarboxilacion de compuestos fendlicos durante el procesamiento
térmico y el almacenaje, y puede informar mas alla de su influencia en
el desarrollo del flavor desagradable de los zumos citricos. No
obstante, la eficacia de este componente como indicador de la
degradacion cualitativa de los zumos no es adecuada ya que, segun lo
expresado por Naim et al. en 1988, solamente trazas de este
componente son detectadas en el zumo de naranja por la degradacion
del acido ferulico, cuando el pardeamiento no enzimatico en el zumo ya
es evidente. Estos autores también aseguran que este componente se
degrada de forma significativa durante el almacenaje prolongado a
elevadas temperaturas. Lee y Nagy en 1990, estudian la formacion y

degradacion de este componente destacando que aumenta su
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concentracion en el tiempo a elevadas temperaturas de
almacenamiento, seguido de una disminucién cuando la temperatura
alcanza los 50°C. Esto es debido a que el 4-vinil-guayacol actua como
substrato de conversion en otros derivados fendlicos o bien este

componente se polimeriza dando lugar a la formacion de oligdmeros.

La presencia de aceites esenciales en los zumos citricos
contribuye a mejorar los aromas y el sabor de estos productos, no
obstante bajo condiciones inadecuadas de procesamiento, almacenaje
y empaquetado algunos de estos componentes se degradan dando
lugar a la aparicion de sustancias que aportan un flavor no deseado
(Lee y Nagy 1996). Estas reacciones de degradacion en su mayoria
son catalisis acidas en medio acuoso en las que tienen lugar
reacciones de hidratacion, deshidratacion, ciclaciones e hidrolisis (Clark
y Chamblee, 1992). Los compuestos oxigenados asi formados
proceden de reacciones de adicidon quimica de moléculas de agua, no
por reacciones de oxidacion debidas al oxigeno disuelto en el medio de
reaccion. En la Tabla 11.4.2.-1 quedan esquematizados los compuestos
degradados térmicamente derivados de los constituyentes del aceite

esencial segun lo expresado por Lee y Nagy en 1996.
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Tabla 11.4.2.-1- COMPONENTES DERIVADOS POR DEGRADACION TERMICA
DE LOS CONSTITUYENTES DEL ACEITE ESENCIAL DE CITRICOS

PRECURSOR COMPUESTO DERIVADO FLAVOR
d-Limoneno o-Terpineol Rancio, envejecido, pino
a-Terpineol Rancio, envejecido, pino
Linalol Nerol Dulce, rosa, frutal
Geraniol Dulce, rosa floral
a-Terpineol cis-1,8-mentanediol Dulce, canfor
Cis-1,8-p-mentanediol 1,8-cineol Pungente, canfor
1,4-cineol
p-menta-1,5-dien-8-ol no caracterizado
Citral p-menta-1(7), 2-dien-8-ol no caracterizado
cis-p-menta-2,8-dien-1-ol no caracterizado
trans-p-menta-2,8-dien-1-ol no caracterizado
p-menta-1,5-dien-8-ol p-cimen-8-ol Flavor desagradable no
especificado
p-menta-1(7), 2-dien-8-ol p-cimeno Flavor desagradable
terpénico
o,p-dimetilestireno Flavor desagradable
terpénico
y-Terpineno p-cimeno Flavor desagradable
terpénico

(Lee y Nagy 1996)

El a-terpineol es un compuesto derivado de la degradacion de
algunos componentes presentes en el aceite esencial, caracterizado
por impartir flavor desagradable descrito como tipo terpénico,

canforoso, rancio y pungente.
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Durante el almacenamiento del zumo de naranja empaquetado
autores como Durr et al. (1981) destacan la disminucion progresiva del
contenido en limoneno, linalol, neral, geranial, octanal y decanal y el
aumento progresivo de un componente con flavor desagradable, el a-
terpineol. Tatum et al. (1975), mostraron que la adiciéon de una pequefa
cantidad (2,5 ppm) de o-terpineol al zumo fresco recién exprimido

causaba el desarrollo de un flavor rancio y envejecido.

Moshonas y Shaw, (1989) estudiaron la evolucién de 29
componentes volatiles en zumo de naranja empaquetado durante un
periodo de 8 meses de almacenamiento, encontrando un decrecimiento
en la concentracion de componentes entre los que destacan, 1-penten-
3-ona, hexanal, butirato de etilo, octanal, neral y geranial, frente al
crecimiento de la concentracion de a-terpineol y furfural. Un panel de
expertos catadores observa en estos zumos un flavor rancio y
envejecido comparado con el zumo procesado sometido a tratamientos
térmicos.

El desarrollo de flavor desagradable en los zumos de naranja es
atribuido a las pérdidas de los ésteres de mayor volatilidad (Blair et al.,
1952) y a la aparicion del a-terpineol durante el almacenamiento,
quedando el contenido de este componente mas afectado por la
temperatura de almacenamiento que por el contenido inicial de

limoneno en el zumo (Durr et al., 1981).

A nivel cualitativo las pérdidas en los zumos citricos procesados
son debidas principalmente al pardeamiento no enzimatico y a la
degradacion del flavor. Factores como temperatura y tiempo de
almacenaje, niveles de oxigeno en el zumo, variedad de zumo (simple,
concentrado y diluido) y el tipo de material empleado en el
empaquetado, afectan a la calidad final del zumo. La degradacién

térmica inducida de azucares y del acido ascorbico conduce a la
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aparicion de flavor desagradable y al pardeamiento no enzimatico del
zumo (Lee y Nagy, 1988 a).

En la Tabla 11.4.2.-2., se detalla una lista de la descripcion del
flavor de algunos azucares degradados detectados en zumos citricos
segun lo expresado por Rousell et al. (1992). Estos autores destacan
que furanonas y piranonas (compuestos heterociclicos oxigenados)
estan asociadas con la nota de flavor caramelizado del zumo citrico.
Tanto el furfural como el hidroximetilfurfural son los dos derivados de
los furanos mas comunmente detectados y estan considerados como

indicadores de tratamientos térmicos abusivos y pardeamientos.

El acido ascorbico es uno de los principales nutrientes en zumos
citricos, no obstante bajo condiciones adversas de procesamiento y de
almacenamiento, esta vitamina se degrada dando lugar a la aparicion
de flavor desagradable y compuestos caracteristicos del pardeamiento
(Tatum et al., 1969).

La velocidad de degradacion de este acido esta relacionada con
el contenido en solidos solubles (°Brix) del zumo y la temperatura de
almacenamiento. Otros factores de menor influencia, tales como el pH,
presencia de iones metalicos y oxigeno libre (en el espacio de cabeza
del contenedor y el disuelto en el zumo) son también considerados
(Kanner y Shapira, 1989). La degradacion del acido ascoérbico tiene
lugar en los zumos citricos por mecanismos oxidativos y no oxidativos.
La velocidad de degradacién mediante mecanismo no oxidativo es diez
veces inferior a la degradacion en condiciones aerobicas (Kefford et al.,
1959).
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Tabla 11.4.2.2.- DESCRIPCCION DEL FLAVOR DE PRODUCTOS DE
DEGRADACION DE AZUCARES ASOCIADOS CON EL PARDEAMIENTO.

CONSTITUYENTE

DESCRIPCION DEL FLAVOR

FURANOS
2-Hidroxiacetil-1-furan
Furfural

5-hidroximetil furfural
2-Acetil furan
2-Acetil-3-hidroxifuran
Acido 2-furéico
5-Metil-2 furfural

Quemado, dulzén
Pan dulce, acaramelado
Dulce, herbaceo
Quemado, dulzén, cetdnico
Dulce, frutal-acaramelado
Ligeramente acaramelado

Nota de uva acida

FURANONAS
2,5-dimetil-4-hydroxi-(2h)-furanona
Dihidro-2(3h)-furanona
5-Metil-2(5H)-furanona

PYRANONAS
2,3-dihidro-3,5-dihidroxy-6-metil-4H-

piran-4-ona

Dulce, quemado, olor a pifa/fresa
Dulce, ligeramente sabor caramelizado
Intensamente dulce-herbaceo, también

préximo a tabaco

Nota caramelizada

Rousell et al. (1992)

Bajo condiciones aerobicas este acido se descompone en 2,5-

dihidro-2-furandico, 3-desoxi-D-pentosa, dioxido de carbono y furfural

(Kurata y Sakurai, 1967).

Vélez et al. (1988), estudian la modificacion del zumo de naranja

envasado asépticamente durante 1, 2 y 3 meses de almacenamiento a

0, 20 y 37°C. Realizan una evaluacion sensorial mediante analisis de
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proximidades; para este propdsito utilizan dos técnicas de analisis
sensorial, una la evaluacion de la similaridad-disimilaridad del aroma de
las muestras y otra la evaluacién de la calidad del aroma en cada una
de ellas. En el analisis de proximidades destacan que la distancia entre
el aroma de la muestra testigo y de la conservada durante un mes a
0°C es muy pequefa. Pero globalmente se pueden formar tres grupos
con las diez muestras analizadas, el primero constituido por la muestra
testigo, las tres muestras conservadas a 0°C durante 1, 2 y 3 meses y
la muestra conservada durante 1 mes a 20°C; el segundo formado por
las muestras almacenadas a 20°C durante 2 y 3 meses y el tercero con
las muestras conservadas a 37°C durante 1, 2 y 3 meses.
Considerando por separado los efectos de la temperatura y el tiempo
sobre la calidad de del aroma en zumos, observan que esta disminuye
con mas rapidez durante el primer mes de almacenamiento y que las
diferencias de calidad entre los zumos almacenados a 20 y 37°C son
mayores que las que existen entre los almacenados a 0 y 20°C.

Este mismo efecto ha sido estudiado posteriormente por Tonder
et al. (1998) quienes establecen las diferencias en composicidon
aromatica entre zumos reconstituidos de naranja almacenados a 5°C
durante un periodo inferior a 2 semanas y zumos reconstituidos
almacenados a 20°C de 9 a 12 meses. Para ello contrastan la
cromatografia gaseosa acoplada a espectrometria de masas con la
cromatografia gaseosa olfatométrica, empleando para ello un panel de

cinco jueces.

En el analisis cromatografico de identificacion y cuantificacion,
fueron detectadas diferencias significativas para la mayoria de los
componentes analizados. En general, las concentraciones fueron
superiores en el zumo fresco, con excepcion de acido acético, a y B-
terpineol. Una concentracion elevada de estos dos ultimos
componentes esta asociada a la degradacion del limoneno (Clark y

Chamblee, 1992). En el zumo fresco los componentes mas abundantes
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detectados fueron: limoneno, octanal, nonanal, linalol, a-pineno f-
mirceno, butanoato de etilo y hexanal. En el zumo almacenado a
temperatura ambiente los componentes mayoritarios fueron: limoneno,

B-mirceno, linalol, a-pineno y a-terpineol.

La comparacion de resultados entre la determinacion cuantitativa
y la olfatométrica muestra similitudes tales como la disminucion en
concentracion con el almacenamiento de p-pineno y octanal; asi
mismo, a-pineno, butanoato de etilo y linalol también merman su
contenido, pero no son detectadas diferencias significativas entre
ambos meétodos. Tampoco se detectan con el incremento en
concentracion del acido acético y del a-terpineol. Ambos métodos
coinciden en la importancia de butanoato de etilo, limoneno, octanal y
linalol en la calidad del aroma en zumo de naranja. Destacan la
importancia del acido acético y butandico en el analisis olfatométrico,
cuando siempre se pensO que su contribucion al aroma era
practicamente nula. La explicacion a este hecho se basa en que la
evaluacion de la importancia de un compuesto aromatico esta centrada

en su nivel umbral de deteccion en el aire y el agua.
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[11.1.- ZUMO DE NARANJA

La muestras de zumo de naranja, estudiadas en las diversas
experiencias de esta memoria de Tesis, han sido recogidas en empresas
productoras de derivados de citricos -zumos y aceites esenciales,
principalmente- ubicadas en la Region de Murcia. En las muestras
procedentes de frutos, se recurre a la obtencion del zumo por exprimido
manual en el laboratorio, siendo los frutos frescos recogidos en los silos
de alimentacion a fabrica representativos en cada una de las series de

muestras estudiadas.

Las caracteristicas fisico-quimicas de los zumos de naranja
procesados industrialmente durante los meses de enero abril y mayo,
dentro del periodo de transformacién de naranjas de la campana 1996-97,

quedan incluidas en los valores recogidos en la siguiente Tabla III.1.-1.
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Tabla Ill.1.-.7.- PARAMETROS FISICO-QUIMICOS DEL ZUMO DE

NARANJA PROCESADO
ENERO ABRIL MAYO

°BRIX LECT. 11,92 £ 0,20 11,90 £ 0,14 11,83 £ 0,16
°BRIX CORREG. | 12,09 + 0,21 12,07 £ 0,14 12,05 £ 0,26
ACIDEZ (%) 0,86 £ 0,05 0,88 £ 0,05 0,87 £ 0,05
RATIO 14,38 £ 1,42 13,65 £ 0,87 13,68 £ 0,75
PULPA (%) 7,94 £0,99 9,29 £1,57 10,18 + 1,07
ACEITE (%) 0,01 £ 0,04 0,01 +£0,03 0,02 £ 0,02
PH 3,68 £0,13 3,53+ 0,08 3,61 +0,07
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l1l.2.- TOMA DE MUESTRAS

Tal como se expone en el proceso de extraccion y tratamientos
industriales del zumo de naranja, de acuerdo con el objeto de este trabajo
de investigacion, las diferentes tomas de muestras se realizan en distintos
puntos de la cadena de elaboracion del zumo, en los que se definen
claramente las caracteristicas aromaticas del zumo procedente del fruto y
del zumo industrial, asi como por el efecto de las distintas etapas del
procesado sobre la fraccion aromatica del mismo.

Las muestras seleccionadas para el estudio, que aparecen
sefaladas con asterisco en el diagrama del proceso industrial de la Figura

[.2.-1 son, de acuerdo con la secuencia de elaboracion, las siguientes:

1.- Naranja (Fruto para exprimir en laboratorio).
2.- Zumo refinado (8-15% S.I.).

3.- Zumo centrifugado (< 3% S.I.).

4.- Pulpa fina (procedente de la centrifuga).

5.- Zumo desaireado.

6.- Zumo pasteurizado.

7.-. Pulpa gruesa.

En esta memoria se han llevado a cabo estudios de recuperacion de
los constituyentes volatiles totales del zumo de naranja mediante
destilacién-extraccién  simultanea para  su posterior  analisis
cromatografico, con vistas al conocimiento cualitativo y cuantitativo de los
componentes aromaticos presentes en los zumos analizados y
microextraccion en fase sdlida de los volatiles a partir del espacio de
cabeza, para determinar la composicion de los vapores aromaticos en

equilibrio con el zumo.
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I1.3.- EXTRACCION DE COMPONENTES VOLATILES

El resultado del analisis de los constituyentes volatiles presentes en
cualquier alimento -responsables principales de las caracteristicas
organolépticas del aroma del mismo- depende, ante todo, del método que
se aplique en la recuperacion de la fraccion aromatica, obteniendo
diferentes resultados debido a la mayor o menor efectividad del método en
la recuperacion del extracto aromatico final, lo mas representativo de la

composicion de la muestra inicial.

111.3.1.- Destilacion-extraccion simultanea.

El aislamiento de los volatiles totales presentes en las muestras de
zumo analizadas se realiza mediante el empleo del sistema de destilacion-
extraccion simultdnea (SDE) inicialmente disefiado por Lickens vy
Nickerson en 1964 para extraccion de volatiles de cerveza. Este método
emplea disolventes de muy bajo punto de ebullicion para la concentracion
de los constituyentes volatiles aromaticos. El vapor de agua condensado
es extraido por el vapor del disolvente condensado en continuo,
trabajando a baja temperatura bajo presion reducida para prevenir el dano
térmico y la generacion de artefactos.

En nuestro caso el sistema adoptado para trabajar presenta
modificaciones, tales como la introduccién de una trampa de frio con hielo
seco y la aplicacion de alto vacio, que mejoran altamente el rendimiento
de la destilacion, como consecuencia de la aplicacion de menor
temperatura en la destilacién y la menor pérdida de los componentes mas

volatiles, por efecto del mayor vacio aplicado (Figura 111.3.-1.)
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Fig. 111.3.-1.- SISTEMA DE DESTILACION-EXTRACCION SIMULTANEA
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El modelo utilizado esta disefado para trabajar con disolventes de
menor densidad que el agua, empleando 50 mL de n-hexano (SupraSolv
Merck) como agente extractante. Con este dispositivo se consigue
recuperar los constituyentes volatiles del zumo a temperaturas entre 42° y
45 °C, mediante la aplicacién de vacio comprendido entre 38 y 76 mm de
Hg, durante dos horas y media de destilacion continuada.

En la valoracion cuantitativa de los constituyentes volatiles se recurre
a la utilizacién de un patrén interno, que se adiciona en la muestra inicial,
para controlar posibles pérdidas y desviaciones a lo largo de todo el
proceso analitico. Se selecciona la ciclohexanona (99,8 % de pureza.
Acros Organics. USA) por sus caracteristicas frente al amplio margen de
propiedades de los componentes aromaticos procedentes de los zumos de
naranja, distintas en cuanto a polaridad y volatilidad. Se destilan muestras
de zumo de naranja con un volumen aproximado de un litro, con el fin de
expresar los resultados en unidades de peso, se recurre a la pesada de
las mismas, en el caso de muestras de pulpa gruesa se emplean 500 g. La
cantidad de ciclohexanona adicionada a la muestra inicial es de 25 mL de

una emulsiéon acuosa a la concentracion de 150 ppm.

[11.3.2.- Concentracion de componentes volatiles

La siguiente etapa en la determinacidén es la concentracién de los
componentes volatiles extraidos en la fase organica. Para ello se emplea
un sistema de destilacién con rectificacion. Sistema provisto de una
columna de rectificacion tipo Vigreux (Vidra-Foc E-19874), intercalada
entre el hervidor y el condensador, que permite realizar evaporaciones y

condensaciones sucesivas en una misma unidad y en el que parte del
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vapor es condensado y devuelto como liquido al destilador (Figura I1.3.-
2.).

De esta forma conseguimos separar el hexano como componente
mas volatil, quedando concentrados en el hervidor los componentes
volatiles de la muestra que deseamos determinar. La operacion se lleva a
cabo con aplicacion de vacio para impedir un exceso de temperatura,
(aproximadamente 35-36°C) que altere la composiciéon de la fraccion
aromatica. La concentracion se realiza hasta alcanzar un volumen final de

concentrado proximo a los 2 mL.

lIl.4.- COMPONENTES VOLATILES EN ESPACIO DE CABEZA.
MICROEXTRACCION EN FASE SOLIDA.

Los constituyentes volatiles en el espacio de cabeza del zumo de
naranja se recuperan mediante la técnica de microextracciéon en fase
sélida (SPME), ampliamente desarrollada por Pawliszyn y colaboradores
para la extraccion de compuestos organicos volatiles en disolucion (Arthur
y Pawliszyn, 1990; Zhang y Pawliszyn, 1993), y especialmente aplicada al
analisis de aromas en alimentos (Verhoeven et al., 1992 y Steffen y
Pawliszyn, 1996).

Este sistema comercialmente introducido por Supelco Inc.
(Bellefonte, PA, USA) como una técnica de extraccion selectiva de
compuestos organicos volatiles en disolucién acuosa, en la que los
analitos son adsorbidos directamente del espacio de cabeza de la muestra
sobre la superficie de una fase estacionaria adecuada y especifica segun
la naturaleza -tamafio molecular y polaridad- de los componentes en
estudio, soportada en una fibra de silica gel fundida (Woolley y Mani,

1994), como puede apreciarse en la Figura I11.4-1.
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Fig. 111.3.-2.- SISTEMA DE DESTILACION CON RECTIFICACION
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Fig. [l.4.-1.- SISTEMA DE MICROEXTRACCION EN FASE SOLIDA.
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La muestra se introduce en el interior de un vial provisto de un cierre
con septum, de tal manera que cuando la fibra es insertada a través del
septum en el espacio de cabeza del vial, existe una transferencia de
analitos desde la muestra acuosa hacia el espacio de cabeza y a su vez
hacia la superficie de la fibra, hasta alcanzar un equilibrio quimico entre
las tres fases. El tiempo transcurrido desde la introduccién de la fibra en el
espacio de cabeza hasta alcanzar el equilibrio quimico en las tres fases
mencionadas es considerado como el tiempo de equilibrio; a partir de este
momento la fibra puede ser transferida directamente a la puerta de
inyeccion de un cromatégrafo de gases para el desarrollo cromatografico
que permita la identificacion y valoracién cuantitativa de los compuestos

adsorbidos en la fibra.

De acuerdo con las caracteristicas de los componentes a analizar, en
este trabajo se han utilizado dos tipos de fibra: una recubierta con
polidimetilsiloxano (PDMS), de 100um de espesor y naturaleza apolar
especifica para volatiles de bajo peso molecular y otra recubierta con
poliacrilato (PA), de 85um de espesor y de caracteristica polar y especifica
para extraer componentes muy polares de muestras de estas

caracteristicas.

Previamente a la utilizacion, las fibras han de ser acondicionadas
mediante su introduccién en la puerta de inyeccion del cromatografo de
gases a una temperatura de 250 °C, durante 3 y 5 horas para PDMS y PA
respectivamente, con el fin de eliminar posibles interferentes procedentes

del recubrimiento protector de la fibra.
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[11.4.1.- Optimizacion de la extraccién

Para mejorar la efectividad de la técnica se han tenido en cuenta
factores como el efecto de la temperatura, el aumento de la fuerza iénica
de la muestra y la agitacion de la misma durante la exposicion de la fibra

en espacio de cabeza.

En el estudio han sido elegidos quince patrones de componentes
volatiles (Acros Organics. USA), caracteristicos del aroma del zumo de
naranja y representativos por su polaridad y volatilidad del conjunto de
componentes analizados. Estos componentes, en disolucién acuosa a una

concentracion de 1 ppm, agrupados funcionalmente corresponden a:

Terpenos: Mirceno, Limoneno, Valenceno.
Alcoholes: Etanol, Linalol, Dodecanol.
Aldehidos: Acetaldehido, Decanal, Dodecanal.
Cetonas: Acetona, Etil-vinil-cetona, Carvona.

Esteres: Acetato de etilo, Acetato de octilo, Acetato de geranilo.

Refiiendo al 100% la cantidad retenida en ausencia de
modificaciones, la comparacion de las areas obtenidas para cada uno de
los componentes analizados, nos expresa las variaciones como el tanto
por ciento de adsorcion en cada uno de los ensayos de los diferentes
parametros que se estudian: temperatura, adicion de sal y agitacién de la

muestra.
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[11.4.1.1.-Aumento de la temperatura

En condiciones normales un aumento de la temperatura en la matriz
acuosa favorece el enriquecimiento de componentes volatiles en el
espacio de cabeza. De esta forma se consigue aumentar en gran medida
la difusion hacia el espacio de cabeza de los componentes de menor
volatilidad, tal es el caso de los hidrocarburos poliaromaticos como el

valenceno, componente caracteristico en el aceite esencial de naranja.

Introducimos el vial con 500 uL de muestra en un bano termostatico
a la temperatura de 40°C durante 45 minutos, tiempo en el que la fibra con
un recubrimiento polimérico de PDMS 100 um queda expuesta en el
espacio de cabeza hasta alcanzar el equilibrio, segun lo expresado por
Steffen y Pawliszyn en 1996. Tras extraer la fibra del vial, esta es
insertada en la puerta de inyeccion de un cromatografo de gases. De

forma paralela se realiza este analisis a temperatura ambiente (22 °C).

11.4.1.2.- Aumento de la fuerza ionica.

El coeficiente de reparto de los analitos entre el espacio de cabeza y
la disolucién acuosa puede modificarse con un aumento de la fuerza
ionica de esta ultima. Esto se consigue anadiendo a la muestra una
disolucion saturada de CINa, de esta forma queda favorecida la difusion
de los componentes mas polares hacia el espacio de cabeza, afectando

en menor medida a aquellos de menor polaridad.
En la muestra se afnade una disoluciéon saturada de CINa en una

proporcion del 36% en volumen con relacién a la muestra analizada,

segun lo estipulado por Steffen y Pawliszyn en 1996. De esta forma los

139



500uL quedan repartidos entre 320 uL de muestra y 180 uL de disolucion
saturada de CINa.

De forma paralela se efectua el analisis de la muestra sin adicion de
CINa.

[11.4.1.3.- Agitacion de la muestra.

La técnica en espacio de cabeza se mejora con el empleo de la
agitacion continuada de la muestra como consecuencia de una
uniformidad en la concentracién de volatiles en la matriz y la constante
disponibilidad de los mismos en la superficie en contacto con el espacio de
cabeza.

En el ensayo la muestra se somete a agitacion mediante ultrasonidos

(Ultrasonic Cleaner JKM. CE) durante 45 minutos.

[11.4.2.- Determinacion de los tiempos de equilibrio

De igual forma que en el apartado anterior catorce componentes
puros presentes en el zumo de naranja procedentes de la casa comercial
Acros Organics U.S.A., han sido escogidos por sus caracteristicas de
polaridad y volatilidad como representantes del comportamiento del resto
de componentes en el calculo del tiempo de equilibrio.

Se parte de una disolucion acuosa con una concentraciéon de 1 ppm
de todos los componentes a analizar. 320uL de esta disolucion se
introducen junto con 180uL de una disolucion de CINa saturada en un vial

de 2mL de capacidad (HP 32mm x 11mm) provisto de septum de teflon.
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La cantidad de muestra a analizar se determina en funcion de la
capacidad del vial utilizado, para obtener una adecuada relacion de
volumenes entre la muestra y el espacio de cabeza.

La aguja es introducida a través del septum del vial, seguidamente se
presiona el émbolo hasta conseguir que la fibra quede en contacto con el
espacio de cabeza, manteniendo la misma durante intervalos de tiempo
que oscilan entre 15 y 75 minutos. Una vez transcurrido este tiempo la
fibra se retira del vial y es introducida en la puerta de inyeccién del

cromatografo de gases.

La representacion grafica de las areas obtenidas para cada
componente frente al tiempo de exposicion de la fibra en el espacio de
cabeza define una curva que nos permite determinar el tiempo requerido
hasta alcanzar el equilibrio quimico entre las tres fases que conforman el
sistema. Este tiempo es identificado como el punto en el cual se alcanza

una meseta en la absorcion.

[11.4.3.- Preparacion de la muestra

Una vez optimizado el método y conocido el tiempo adecuado de
exposicion de los componentes volatiles en cada tipo de fibra, pasamos a
analizar la fraccibn aromatica en el espacio de cabeza del zumo de
naranja. Para ello partimos de 320uL de zumo de naranja y 180uL de una
disolucion saturada de CINa introducidos en un vial de 2mL de

caracteristicas idénticas a las descritas anteriormente.
Dada la afinidad de los terpenos hacia la fase de PDMS, en muestras

de elevado contenido en los mismos, caso del zumo refinado y la pulpa

fina, y como consecuencia de una inadecuada resolucién cromatografica,
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resulta necesario la dilucion de estas muestras. Por este motivo estas
muestras se diluyen en una proporcion de 1/20 con relacién al resto de las

analizadas.

Todos los analisis se han realizado a temperatura ambiente, préxima

alos 22 °C, y sin agitacion de la muestra mediante ultrasonidos.

lI.5.- CROMATOGRAFIA GASEOSA. ESPECTROMETRIA DE
MASAS

[11.5.1.- Analisis cualitativo y cuantitativo de componentes
volatiles. SDE

Una vez extraidos los componentes volatiles, estos son identificados
y valorados cuantitativamente mediante cromatografia de gases,
empleando para ello un cromatografo Hewlett-Packard modelo 5890 Serie
Il plus, equipado con un detector de ionizacion de llama (FID).

La separacion se lleva a cabo en una columna capilar HP5 (5% Fenil
Metil Siloxano entrecruzado) de 30 metros de longitud, 0,25 mm de
diametro interno y 0,25 pm de espesor de fase estacionaria.

Las temperaturas de inyeccion y deteccion utilizadas han sido 250 °C
respectivamente. El gas portador empleado es Helio, siendo el flujo en
columna de 1mL/minuto. En la inyeccion se emplea una relacion de
division de flujo de 100:1.
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El programa de temperatura del horno aplicado ha sido:

Temperatura inicial 60° C

Tiempo inicial 4 minutos
Programa 1 °C/min, hasta 64 °C
Programa 2,5 °C/min

Temperatura Final 155 °C

[11.5.1.1.- Identificacion de componentes

La identificacion de componentes se realiza mediante inyeccion de
las muestras en un cromatografo de gases de caracteristicas idénticas al
anteriormente descrito y acoplado a un espectrometro de masas HP 5972
como detector.

La temperatura programada para el inyector es de 250 °C y para el
detector de 280°C. El gas portador de igual forma es el Helio con un flujo

en columna de 1,3 mL/min y una relacion de division de 16:1.

El programa de temperatura aplicado del horno ha sido:

Temperatura inicial 50° C

Tiempo inicial 2 minutos
Programa 1,5 °C/min, hasta 85 °C
Programa 2,5°C/min

Temperatura Final 160 °C
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La identificacién se realiza por comparacion de los espectros de
masas Y los tiempos de retencion de los componentes a identificar con los

de los componentes puros empleados como patrones de referencia.

I11.5.1.2.- Valoracion cuantitativa de volatiles. SDE

La cuantificacion para los componentes volatiles totales se lleva a
cabo mediante calibracion con estandar interno, empleando como tal la
ciclohexanona. De esta forma consideramos los factores de respuesta y

las areas relativas de cada componente con relacion al estandar interno.

Para ello se determina la recta de calibrado de cada componente
anadiendo a cada una de las disoluciones realizadas una cantidad exacta
de ciclohexanona. De esta forma consideramos a su vez la cantidad de
ciclohexanona afiadida y el area correspondiente a la misma,
consiguiendo determinar el factor de respuesta relativo al estandar interno
de cada componte. Estos resultados quedan reflejados en la Tabla.lll.5.-
1., de factores de respuesta para la técnica de extraccion destilacion

simultanea.

En el calculo de la concentracion se recurre al area del componente
a determinar, el factor de respuesta relativo de ese componente y la
relacion existente entre la cantidad de ciclohexanona anadida y el area
obtenida en cada uno de los cromatogramas, tal como se describe en la

siguiente ecuacion:

Concentracionanaito=Ar€aanaito X F.R. X (Areag intemo / CONcentraciong jnterno)
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Material y Métodos

De esta forma consideramos la linealidad del detector para cada
componente y las posibles variaciones que puedan ocurrir durante el

procesado de la técnica analitica.

[11.5.1.3.- Recuperacién de componentes volatiles en SDE.

Se han evaluado las recuperaciones de los distintos constituyentes
volatiles a lo largo de todo el proceso de preparacion de la muestra y
posterior analisis cromatografico.

Para ello se parte de una cantidad determinada de cada uno de los
componentes identificados anteriormente. A continuaciéon se transfieren al
matraz de destilacion seguido de la adicion de agua hasta alcanzar un
volumen final de 1 L. De igual forma que a las muestra, también se le
adiciona ciclohexanona como estandar interno y se somete la muestra al
mismo tratamiento.

Los calculos de la recuperacioén relativa se realizan considerando las
concentraciones de cada estandar puro adicionado y las extraidas
relativas al estandar interno, calculadas de igual forma que en las
muestras problema. Siendo esto referido al 100%, obtenemos la
recuperacion de cada componente durante todo el proceso de extraccion y
determinacion analitica.

En el célculo de la recuperacién absoluta, sin tener en cuenta el
estandar interno, se considera el area del patron extraido y su factor de
respuesta lineal.

La comparacion de las concentraciones adicionadas con las
extraidas y referidas al 100% nos informa a cerca de la recuperacion

absoluta de cada componente en SDE.

145



Tabla [ll.5.-.1. CALIBRACION Y FACTORES DE RESPUESTA
RELATIVOS AL ESTANDAR INTERNO

COMPONENTES TIEMPO FACTOR COEF. FACTOR COEF.
RETENCION  RESP. REGRE.  RESP. REGRE
RELATIVO (R)  ABSOLUTO (RY)
ETANOL 3.58 2.038 0.992 14.47 0.989
ACETONA 3.68 1.322 0.988 9.36 0.990
METIL-VINIL-CETONA 413 1,125 0.985 7.64 0.995
ACETATO DE ETILO 4.30 1.656 0.992 11.78 0.999
1-BUTANOL 477 0.991 0.993 7.31 0.997
1-PENTEN-3-OL 5.02 0.914 0.995 6.38 0.996
ETIL-VINIL-CETONA 5.09 1.079 0.992 7.64 0.995
VALERALDEHIDO 5.24 1.067 0.999 7.26 0.996
2-PENTANOL 5,26 0.921 0.995 6.52 0.996
BUTIRATO DE METILO 5.67 1.167 0.993 8.24 0.993
3-METIL-1-BUTANOL 5.88 0.882 0.993 6.27 0.996
ACETALDEHIDO 714 1,184 0.993 7.25 0.993
HEXANAL 7.62 0.965 0.991 6.84 0.993
BUTIRATO DE ETILO 7.61 1.072 0.998 7.30 0.996
FURFURAL 8.85 1.451 0.991 10.35 0.995
TRANS-2-HEXENAL 9.64 0.973 0.991 6.91 0.994
TRANS-2-HEXEN-1-OL 10.16 0.857 0.995 6.07 0.996
CICLOHEXANONA 11.53 0,958 0.992 7.02 0.994
HEPTANAL 11.80 0.975 0.993 6.90 0.996
a-PINENO 13.52 0.626 0.994 4.44 0.995
1-HEPTANOL 15.31 0.808 0.995 5.74 0.997
SABINENO 15.60 0.653 0.994 4.63 0.996
B-PINENO 15.79 0.624 0.993 4.42 0.995
B-MIRCENO 16.48 0.640 0.983 4.42 0.998
OCTANAL 17.12 0.879 0.994 5.97 0.987
a-FELANDRENO 17.26 0.629 0.993 4.31 0.999
A3-CARENO 17.59 0.600 0.996 4.65 0.998
a-TERPINENO 17.94 0.732 0.994 5.02 0.999
LIMONENO 18.74 0.715 0.989 5.42 0.953
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y-TERPINENO

OCTANOL

LINALOL

NONANAL

CITRONELAL
TERPINEN-4-OL
o-TERPINEOL

DECANAL

ACETATO DE OCTILO
NEROL

CITRONELOL

CARVEOL

NERAL

CARVONA

GERANIOL

ACETATO DE LINALILO
GERANIAL
PERIALDEIDO
UNDECANAL

TERPENIL ACETATO
ACETATO DE CITRONELILO
ACETATO DE NERILO
ACETATO DE GERANILO
DODECANAL
ANTRANILATO DE ETILO
CARIOFILENO
o-HUMULENO
DODECANOL
VALENCENO

20.27
20.86
22.50
22.74
25.42
26.78
27.49
28.20
28.51
29.42
29.36
29.54
30.07
30.25
30.73
30.82
31.58
31.82
33.39
35.56
35.65
36.21
37.13
38.33
38.67
39.01
40.59
41.33
42.39

0.668
0.795
0.978
0.887
0.858
0.771
0.853
0.833
0.898
0.827
0.724
1.343
0.670
0.642
0.721
0.899
0.671
0.756
1.012
0.956
0.756
0.958
0.780
0.815
1.250
0.572
0.561
0.714
0.820

0.995
0.995
0.995
0.997
0.997
0.978
0.995
0.996
0.997
0.996
0.998
0.995
0.999
0.998
0.998
0.997
0.999
0.998
0.987
0.985
0.999
0.971
0.998
0.987
0.991
0.999
0.999
0.999
0.995

4.57
5.43
5.93
6.06
5.85
5.36
5.83
5.69
6.13
5.67
5.26
9.83
4.84
4.73
5.23
6.13
4.85
5.50
6.91
6.52
5.17
7.05
5.33
7.75
12.64
3.92
3.84
4.89
6.03

0.999
0.998
0.998
0.997
0.997
0.998
0.998
0.999
0.998
0.997
0.973
0.979
0.973
0.971
0.972
0.997
0.973
0.976
0.985
0.983
0.998
0.991
0.998
0.971
0.982
0.998
0.999
0.999
0.980
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[11.5.2.- Analisis cualitativo y cuantitativo de componentes

volatiles en espacio de cabeza. SPME.

Estos analisis se realizan partiendo de 320 uL de una disolucion
estandar de todos los componentes a determinar junto con 180 uL de una
disolucion saturada de CINa. La mezcla es introducida en un vial de 2 mL
provisto de cierre con septum y la fibra se mantiene en el espacio de
cabeza de la muestra durante el tiempo estimado de equilibrio para cada

recubrimiento polimérico.

Una vez adsorbidos los componentes volatiles en la fibra al alcanzar
estos el equilibrio quimico entre las tres fases que conforman el sistema,

son identificados y cuantificados mediante cromatografia de gases.

La fibra se retira del vial y es introducida en la puerta de inyeccion del
cromatografo de gases donde ocurre la desorcion de volatiles por efecto
de la temperatura del inyector. Se emplea para ello un cromatografo
Hewlett-Packard modelo 5890 Serie Il plus, equipado con un detector de

ionizacion de llama (FID).
Las condiciones de inyeccion en cuanto al SPME se refiere son:
Profundidad de inmersion de la aguja: 2,5 cm.
Diametro de la camara de vaporizacién: 0,75 mm.
Tiempo de desorcion en el interior del inyector: 5 minutos.
Las condiciones de inyeccidn en el cromatografo son las mismas que

las definidas anteriormente para el analisis de volatiles totales.

Unicamente introducimos una variacién, la aplicacion de splitless durante

148



Material y Métodos

los primeros 0,6 minutos de la inyeccion para mejorar la retencién de los

componentes de mayor volatilidad.

[11.5.2.1.- Identificacion de componentes

La valoracién cualitativa se realiza de igual forma que en el caso de
volatiles totales. La fibra del sistema SPME es introducida en la puerta de
inyeccion del cromatégrafo de gases acoplado al sistema de deteccion de
espectrometria de masas, definido anteriormente. Los tiempos de
desorcion y la profundidad de inyeccion en el liner coinciden con las

descritas para la cromatografia empleadas en la cuantificacion.

I11.5.2.2.- Valoracién cuantitativa

En la cuantificacion de volatiles en el espacio de cabeza se realiza la
calibraciéon de los componentes analizados empleando un estandar
externo de referencia.

De igual forma que en el caso de los componentes volatiles totales
se determinan las rectas de calibrado de cada uno de los componentes
haciendo para ello diluciones de una disolucién concentrada. Los valores
determinados quedan reflejados en la Tabla 111.5.-2.

Para el calculo de las concentraciones en el equilibrio, en este caso
unicamente consideramos el area del componente identificado y su factor

de respuesta correspondiente.
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Tabla 111.5.-2.- CALIBRACION DE LOS COMPONENTES VOLATILES
MEDIANTE SPME

| COMPONENTES PDMS. COEF. PA.. COEF.
REGRESION REGRESION
(R) (R)
ACETALDEHIDO 14,618 0,994 22,334 0,993
ETANOL 30,625 0,973 133,390 0,985
ACETONA 113,790 0,988 42,365 0,961
METIL-VINIL-CETONA 30,337 0,904 15,016 0.893
ACETATO DE ETILO 6,166 0,987 7,255 0,963
1-BUTANOL 11,044 0,996
1-PENTEN-3-OL 26,212 0,945 5,950 0,976
ETIL-VINIL-CETONA 29,321 0,952 3,414 0,997
VALERALDEHIDO 1,638 0,986 2,094 0,996
2-PENTANOL 0,819 0,985 4,117 0,997
BUTIRATO DE METILO 1,232 0,989 3,236 0,995
3-METIL-1-BUTANOL 12,314 0,996 2,851 0,997
HEXANAL 0,526 0,995 0,758 0,997
BUTIRATO DE ETILO 0,454 0,984 0,862 0,992
FURFURAL 42,181 0,999 8,789 0,994
TRANS-2-HEXENAL 1,184 0,998 1,231 0,997
TRANS-2-HEXEN-1-OL 5,011 0,983 1,283 0,997
HEPTANAL 0,226 0,995 0,329 0,993
a-PINENO 0,129 0,946 0,202 0,992
1-HEPTANOL 0,402 0,999 0,254 0,999
SABINENO 0,133 0,951 0,212 0,957
B-PINENO 0,105 0,901 0,207 0,937
B-MIRCENO 0,054 0,995 0,085 0,990
OCTANAL 0,080 0,977 0,059 0,926
a-FELANDRENO 0,077 0,921 0,221 0,923
A3-CARENO 0,065 0,996 0,110 0,991
o-TERPINENO 0,081 0,992 0,100 0,991
LIMONENO 0,064 0,981 0,087 0,998
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y-TERPINENO

OCTANOL

LINALOL

NONANAL

CITRONELAL
TERPINEN-4-OL
o~-TERPINEOL

DECANAL

ACETATO DE OCTILO
NEROL

CITRONELOL

CARVEOL

NERAL

CARVONA

GERANIOL

ACETATO DE LINALILO
GERANIAL
PERIALDEIDO
UNDECANAL

ACETATO DE TERPENILO
ACETATO DE CITRONELILO
ACETATO DE NERILO
ACETATO DE GERANILO
DODECANAL
ANTRANILATO DE ETILO
CARIOFILENO
a-HUMULENO
DODECANOL
VALENCENO

0,073
0,192
0,276
0,079
0,120
0,374
0,8824
0,056
0,056
0,455
0,165
2,077
0,159
0,268
0,559
0,163
0,160
0,216
0,089
0,147
0,074
0,120
0,110
0,124
1,367
0,058
0,072
0,154
0,085

0,996
0,992
0,886
0,966
0,932
0,989
0,982
0,993
0,993
0,988
0,976
0,861
0,998
0,971
0,998
0,952
0,998
0,983
0,997
0,985
0,997
0,993
0,992
0,969
0,988
0.945
0,938
0,953
0,947

0,076
0,137
0,068
0,164
0,091
0,207
0,290
0,123
0,132
0,183
0,173
3,157
0,127
0,286
0,401
0,101
0,136
0,232
0,159
0,093
0,090
0,114
0,108
0,152
1,047
0,080
0,093
0,124
0,105

0,990
0,998
0,892
0,943
0,959
0,962
0,969
0,949
0,952
0,966
0,986
0,950
0,961
0,976
0,990
0,941
0,963
0,964
0,956
0,940
0,978
0,976
0,976
0,925
0,929
0,964
0,983
0,875
0,965
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Recuperacion de componentes volatiles. SDE

IV.1.- RECUPERACION DE COMPONENTES VOLATILES
MEDIANTE DESTILACION-EXTRACCION SIMULTANEA.

En el estudio de los aromas de los alimentos resulta necesario
conocer la relacion existente entre la concentracion detectada tras la
extraccion e identificacion de los componentes volaties y la
concentracion existente en la matriz original (Green y Payne, 1989). Por
este motivo, en este apartado estudiamos la recuperacion del sistema
utilizado en el estudio de los componentes volatiles totales, teniendo en
cuenta factores como el efecto de la matriz, la solubilidad de los
componentes analizados en agua o disolventes organicos, y el punto de
ebullicion de los mismos en funcion de la presion a la que se trabaja
durante la extraccion y posterior concentracién, que es 40 y 400 mm de

Hg respectivamente (Tabla IV.1.-1.).
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Tabla IV.1.-1.- CARACTERISTICAS DE LOS COMPONENTES VOLATILES

COMPONENTES p.eb. (°C) Solubilidad
760 mm Hg 400 mm Hg 40 mm Hg Agua Hexano

Hexano 68,7 49,6 -2,3 - +
Acetaldehido 20,8 - -—- + -
Etanol 78,5 63,5 19 + -
Acetona 56,2 39,5 -9,4 + -
Metil-vinil-cetona 81,4 - - + -
Acetato de etilo 77,1 59,3 9 + -
1-Butanol 117,2 101 53,4 + -
1-Penten-3-ol 114 --- --- ~ -
Valeraldehido 103 --- ~ -
2-Pentanol 118,9 102,3 54 + -
Butirato de metilo 102 83,1 29,6
3-metil-1-butanol 130,6 113,7 63,4 + ~
Hexanal 128,3 - - ~
Butirato de etilo 121 100 41,5
Furfural 161,7 141,8 82,1 - ~
Trans-2-Hexenal 146,7 - - ~
Trans-2-Hexen-1o0l 156,8 - - -
Ciclohexanona 155,6 132 67,8 - ~
Heptanal 152,8 125,5 66,3 - ~
a-Pineno 156,2 132,3 66,8 - ~
1-Heptanol 176 155,6 99,8 - ~
Sabineno 163 - - - ~
p-Pineno 164,6 136,1 71,5 - ~
p-Mirceno 171,5 148,3 82,6 - ~
Octanal 171,7 156,5 120 - ~
a-Felandreno 175 152 87,8 - -
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Recuperacion de componentes volatiles. SDE

As-Careno 167 . - -
a-Terpineno 177,2 - -
Limoneno 178 151,4 84,3 -
y-Terpineno 183 - - -
Octanol 194 173,8 115,2 -
Linalol 198 175,6 109,9 -
Nonanal 190 - - -
Citronelal 207,8 183,8 116,1 -
a-Terpineol 220,8 194,3 126 ~
Decanal 208 186,3 122 -
Acetato de octilo 199 --- - -
Nerol 224 203,5 136,1 -
Citronelol 2444 201 137,2 -
Carveol 225 - - -
Neral 120 --- - -
Carvona 231 203 133 -
Geraniol 230 207,8 141,8 -
Acetato de linalilo 220 196,2 127,7 -
Geranial 229 205 135 -
Undecanal - -- -
Acetato de citronelilo 217 197,8 140,5 -
Acetato de nerilo 236 --- -

Acetato de geranilo 243,3 219,8 150 -
Dodecanal 257 231,8 157,8 -
a-Humuleno 268 --- -
Dodecanol 259 2357 167,2 -
p.eb. =punto de ebullicion, + = soluble; - = insoluble, ~ = Parcialmente soluble.

Handbook of Chemestry and Physics. David R. Lide Editor in Chief. 72"° Edition.
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Para ello se preparan disoluciones acuosas estandar mezcla de
los compuestos aromaticos que se van a analizar en el zumo de
naranja. La concentracion resultante de los patrones de referencia se
encuentra en un rango comprendido entre 11 y 35 ppm; esta variaciéon
esta asociada con la diferente densidad y volatilidad de cada uno de
ellos en las condiciones ambientales en que son manipulados.

Tras efectuar las sucesivas destilaciones, concentraciones y
analisis cromatograficos de tres disoluciones estandar, se realizan los
calculos de recuperacion de los distintos componentes, teniendo en
cuenta los factores de respuesta absolutos y los relativos al estandar
interno (Tabla 1l1.5.-1.), como porcentaje de componente analizado
respecto al correspondiente contenido inicial pesado.

Los resultados obtenidos quedan reflejados en la siguiente Tabla
IV.1.-2. Destaca, en primer lugar, que no se detectan diferencias
importantes entre las recuperaciones relativas al estandar interno y las
recuperaciones absolutas calculadas a partir del factor de respuesta,
dado que la ciclohexanona, que se aplica como estandar interno, es
practicamente recuperada al 100%.

En relacion a los componentes de mayor volatilidad, préxima a la
del hexano, agrupados en el intervalo del acetaldehido hasta 1-butanol,
se determina la pérdida total de los mismos como consecuencia de sus
muy bajos puntos de ebullicion a la presion de 40 mm de Hg, a la que
se opera durante la destilacion, junto con su practica insolubilidad en
hexano.

Aquellos componentes de volatilidad intermedia cuyo punto de
ebullicidon varia entre 54 y 82°C, a pesar de ser superior a la
temperatura de trabajo de 42-45 °C y tener una ligera solubilidad en
hexano, presentan una muy escasa recuperacion, comprendida entre
un 2 y un 14%. Para estos las pérdidas estan asociadas al proceso final
de concentracion en el que la disolucion de hexano reduce su volumen
veinticinco veces aproximadamente, descartando un destilado rico en

componentes de elevada volatilidad.
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Recuperacion de componentes volatiles. SDE

Componentes de media y baja volatilidad, entre los que se
incluyen aldehidos y monoterpenos, presentan recuperaciones
comprendidas entre un 60 y un 80%; estos componentes se
caracterizan por tener una ligera o escasa solubilidad en hexano, por lo
que los valores de recuperacion se asocian mas a efectos de
solubilidad que a las pérdidas acaecidas durante la etapa de

concentracion.

Por ultimo, se encuentra un amplio grupo de compuestos, cuya
recuperacion oscila entre 90 y 100%, y que engloba los componentes
de naturaleza sesquiterpénica junto con aldehidos, alcoholes y ésteres
de elevado peso molecular. Estos compuestos son poco volatiles y
poseen elevada afinidad por el hexano, lo que se traduce en una mayor
solubilidad y porcentaje de recuperacion, tanto durante la destilacion-

extraccién como en la etapa final de concentracion.

Como resultado global podriamos deducir que este sistema de
recuperacion de volatiles, disefiado por Lickens vy Nickerson,
unicamente es favorable en la recuperacion de componentes de menor
volatilidad que el disolvente organico utilizado y de mayor afinidad hacia
el agente extractante. En el caso del zumo de naranja que nos ocupa,
su aplicacion a nivel de analisis cuantitativo es aconsejable en el
estudio de la composicién del mismo en hidrocarburos terpénicos asi
como en aldehidos, alcoholes y ésteres de elevado peso molecular. En
la determinacién cualitativa puede ser ampliada su utilizaciéon para un
gran numero de los compuestos volatiles presentes en los zumos, pero
no es adecuada para componentes cuya volatilidad resulte similar a la
del disolvente organico utilizado en la extraccion, cuya recuperacion es

nula.
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Tabla IV.1.-2.- RECUPERACION DE COMPONENTES VOLATILES TOTALES

MEDIANTE SDE.

Componentes Muestra Analisis % Recuperacion
Inicial Relativo Absoluto  Relativa Absoluta

Acetaldehido 28,65+0,49 4,99+0,08 4,91+0,19 17,40 17,14
Etanol 23,20+ 0,98 0 0 0 0
Acetona 22,10+ 1,13 0 0 0 0
Metil-vinil-cetona 27,40 £ 1,27 0 0 0 0
Acetato de etilo 27,35+ 0,92 0 0 0 0
1-Butanol 24,30+ 0,14 0 0 0 0
1-Penten-3-ol 26,70+£0,99 0,51+0,72 0,51+0,72 1,87 1,87
Etil-vinil-cetona 26,90+0,42 0,60+0,85 0,62+0,88 2,22 2,36
Valeraldehido 2435+1,76 2,23+0,04 2,19+ 0,001 9,30 9,03
2-Pentanol 2265+0,35 1,71+0,03 1,75+0,00 7,54 7,73
Butirato de metilo 27,95+0,21 3,46+0,20 3,54+0,29 12,39 12,67
3-metil-1-butanol 2415+0,92 345+0,18 3,54+0,11 14.00 14,7
Hexanal 26,00+0,56 0,07+0,01 0,08+0,00 0,29 0,31
Butirato de etilo 30,30+0,70 0,13+0,06 0,100+ 0,00 0,44 0,33
Furfural 3525+1,34 3,39+0,44 3,51+0,41 9,68 9,96
Trans-2-Hexenal 2515+0,63 14,69+1,46 1509+1,82 58,51 60
Trans-2-Hexen 1-ol 25,55+0,07 13,09+0,31 13,09+0,31 50 51
Ciclohexanona 13,80 + 0.05 - 13.24 £ 0.25 - 96
Heptanal 2540+0,42 17,18+2,98 17,64 +3,39 67,5 69,5
a-Pineno 27,30+1,41 18,80+3,66 19,33 +4,17 69 71
1-Heptanol 26,05+2,75 24,35+4,82 25,06+5,48 93 96
Sabineno 2460+1,69 18,45+3,41 18,96 + 3,90 75 l
B-Pineno 26,95+1,20 20,13+2,47 20,65+2,98 75 77
B-Mirceno 2530+£0,99 19,94 +3,50 19,97 + 3,92 78 79
Octanal 24,70+ 0,14 22,95+3,80 22,60 +4,22 93 92
a-Felandreno 26,30 +1,27 20,43+3,62 20,31+4,03 77 77
As;-Careno 27,15+ 0,07 18,20 +2,32 20,44 +3,05 67 79
a-Terpineno 2575+2,05 20,86 +1,52 20,70+1,95 82 93
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Recuperacion de componentes volatiles. SDE

Limoneno
y-Terpineno
Octanol

Linalol

Nonanal

Citronelal
Terpinen-4-ol
a-Terpineol
Decanal

Acetato de octilo
Carveol

Neral

Carvona

Geraniol

Acetato de linalilo
Geranial
Perialdehido
Undecanal

Acetato de terpenilo
Acetato de citronelilo
Acetato de nerilo
Acetato de geranilo
Dodecanal
Antranilato de etilo
Cariofileno
a-Humuleno
Dodecanol

Valenceno

24,95+ 0,07
26,00 £ 0,56
25,60 £ 1,27
24,35+0,77
24,85 + 2,61
25,25+0,35
26,40 £ 0,28
26,25+ 1,34
25,45+1,20
25,20+ 0,84
24,75+ 3,74
10,97 + 0,31
28,20+ 0,28
25,6 0+ 1,83
26,15+ 0,49
16,35 £ 0,63
28,85+0,14
24,85+ 0,56
28,9 0+ 0,56
25,8 0+ 0,56
26,20 £ 0,42
26,20+ 0,77
23,30+ 0,70
33,35+0,70
26,9 0+ 0,70
24,30+ 0,84
23,75+ 1,34
28,3+0,28

24,40 + 3,02
23,88 £4,20
25,98 +4,20
29,75+ 3,78
22,60 + 5,45
22,27 + 3,40
21,62 £ 3,51
21,82+2,70
22,16 £ 3,38
25,83 +4,98
10,30 + 3,17
8,86+ 1,19
22,08 +4,24
18,72+ 3,73
25,27 + 5,04
13,02 £ 1,90
24,03 +5,12
21,41 £475
26,50 + 5,08
24,28 + 3,11
28,17 + 6,46
21,89 + 3,81
15,79 £ 4,58
8,62 + 5,35
23,17 £4,93
19,98 +4,73
19,69 + 6,35
23,34 +4,04

26,78 + 3,90
23,68 £ 4,67
25,72 +4,92
23,74 + 3,53
22,37 £ 5,85
21,98 + 3,82
21,76 £ 3,99
21,57 + 3,08
21,93 £ 3,81
25,54 + 5,46
10,93 £ 3,59
9,26 + 1,45
23,58 £ 5,02
19,67 £ 4,34
24,99 + 5,51
13,63 £ 2,28
25,31 +£5,92
21,20+ 5,15
26,19 + 5,58
23,07 +4,97
30,06 £ 7,53
21,67 £4,22
21,78 £6,76
12,68 £ 8,09
23,00 £5,38
19,84 £5,12
19,46 £ 6,71
24,85 + 4,83

98
92
101
122
90
88
82
83
87,50
102
41
81
78
73
97
80
83
86
92
90
107
84
68
26
90
82
82
83

107
90
100
98
89
87
82
82
96
101
43,5
85
84
76
96
84
88
85
91
89
114
83
94
38
85
81
81
88
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IV.2.- DETERMINACION DE COMPONENTES VOLATILES
MEDIANTE HS-SPME. OPTIMIZACION Y TIEMPOS DE EQUILIBRIO

La caracterizacion de volatiles en espacio de cabeza mediante la
microextraccion en fase sélida requiere, en primer lugar, la optimizacién
de la sensibilidad del analisis, asi como el conocimiento del tiempo
optimo que la fibra debe estar en contacto con el espacio de cabeza
hasta alcanzar el equilibrio entre las tres fases existentes, dependiendo
en gran medida de las caracteristicas de polaridad y peso molecular de

los componentes a determinar.

La microextraccion en fase soélida en espacio de cabeza, como se
ha definido anteriormente, es una técnica basada en el equilibrio de los
analitos entre las tres fases que conforman el sistema. Estas tres fases
incluyen el recubrimiento polimérico de la fibra (sdlida), el espacio de
cabeza (vapor) y la muestra acuosa (liquida).

El calculo de la cantidad retenida de analitos en la fibra ha de
realizarse una vez alcanzado el equilibrio entre las tres fases, pudiendo
optimizar la técnica analitica mediante las modificaciones que se
describen a continuacién, que permiten aumentar principalmente la

sensibilidad y, en parte, la reproducibilidad del método.

Catorce componentes volatiles representativos del aroma en el
zumo de naranja han sido elegidos, por sus caracteristicas de polaridad
y volatilidad, para el estudio del efecto de los diferentes tratamientos
sobre la adsorcion de componentes volatiles en PDMS, manteniendo la
fibra en el espacio de cabeza durante un tiempo de cuarenta y cinco

minutos, segun lo establecido por Steffen y Pawliszyn en 1996.

162



Optimizacion de SPME

I\V.2.1.- Efecto de la Temperatura

Un aumento de la temperatura de extraccidon enriquece la
concentracion de componentes volatiles en la fase vapor, sin embargo,
también supone un cambio negativo en los coeficientes de reparto de
los mismos entre las fases solida y vapor. La elevacion de la
temperatura favorece, por tanto, el enriquecimiento de volatiles en el
espacio de cabeza, pero en el caso de SPME un aumento de
temperatura disminuye la capacidad de adsorcion de la fibra para
determinados componentes.

Este efecto queda reflejado en las graficas que a continuacion se
exponen, en las que analizamos la retencion de los 14 componentes
considerados para la optimizacion del sistema, comparando la

retencion a temperatura ambiente 22°C y a 40°C (Figura IV.2.-1.).

En general, se observa que un aumento de la temperatura
favorece la adsorcion de componentes de menor volatilidad, pero
disminuye en gran medida la adsorcion de los componentes con menor
punto de ebullicion, como es el caso de acetaldehido, acetona y etanol,
componentes caracteristicos del aroma en espacio de cabeza de la

naranja.

En relacién a los terpenos se observa que, con excepcion del
valenceno, un aumento de temperatura supone una menor adsorcion

de los mismos.

Por todo ello, se puede concluir que el aumento de la temperatura
conlleva a un enriquecimiento en el espacio de cabeza de los
componentes de menor volatilidad, aunque reduce la retencion de los
componentes mas volatiles, que en condiciones ambientales de

temperatura caracterizan el espacio de cabeza en el zumo de naranja.
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Fig. IV.2.1.- EFECTO DE LA TEMPERATURA EN LA
ADSORCION EN PDMS
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Estos resultados coinciden con los publicados por Zhang y
Pawliszyn en 1995, quienes afirman que un calentamiento de la
muestra facilitaria el proceso de extraccion mediante SPME, pero que a
su vez supone una pérdida de capacidad de adsorcién de los analitos
por parte de la fibra. En este punto se ha de trabajar a una temperatura
optima para la fibra, en el entorno de los 20°C. Para ello, sugieren el
paso de una corriente de CO, por la fibra, de tal forma que la muestra
pueda ser calentada independientemente sin afectar en nada al
comportamiento de la misma; este montaje hace la aplicacion de la

técnica mas complicada dificultando su manejo.

A si mismo, Mingyu Jia et al. (1998), estudian el efecto de la
temperatura sobre el tiempo de equilibrio y la capacidad de retencion
de PDMS. Encontrando una reduccién en el tiempo de equilibrio, pero
una disminucién de la cantidad retenida. Estos autores explican este
hecho, considerando la etapa de adsorcidon sobre PDMS como un
proceso exotérmico. Un aumento de la temperatura aumenta la
constante de reparto entre la muestra y el espacio de cabeza, pero a su
vez disminuye la misma entre el gas y el recubrimiento, por lo que una

menor cantidad sera retenida.

IV.2.2.- Efecto de la adicion de CINa

La adicion de cloruro sédico a la muestra conlleva el aumento de
la fuerza idnica del medio acuoso y la disminucion de la capacidad de
solvatacién del agua sobre los componentes volatiles presentes en la
disoluciéon acuosa. Esto favorece el enriquecimiento en componentes
mas volatiles en el espacio de cabeza, con la consecuente mejora del
limite de deteccion del método. Este efecto, conocido con el nombre de

“salting out” -traducido libremente como liberacién por salificacion-, fue
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Optimizacion de SPME

estudiado por Steffen y Pawliszyn en 1996, empleando PA como
material polimérico de la fibra.

La variacidon de los coeficientes de particion de los componentes
mas polares entre la muestra acuosa y el espacio de cabeza por la
adicion de la sal, implica a su vez una modificacion de los coeficientes
de reparto en el segundo equilibrio establecido entre la fibra y el

espacio de cabeza.

Estos resultados quedan reflejados en la Figura IV.2.-2. en la que
se muestra la incidencia positiva de la adicion de CINa sobre los
componentes de elevada polaridad. Asi, se detecta un incremento
importante de la adsorcion de acetaldehido, etanol, linalol y dodecanal,
mientras se mantiene constante la cantidad de decanal extraida.

Asimismo destaca la no deteccidn del etanol en ausencia de sal.

En el caso de los terpenos, componentes de baja volatilidad y
practicamente nula polaridad, el aumento de la fuerza i6nica del medio
no afecta en gran medida a su difusién en el espacio de cabeza, por lo

que la variacion de la adsorcién es poco importante.

En el estudio del comportamiento de las cetonas, podemos
observar que en el caso de acetona y etil-vinil-cetona, componentes de
volatilidades proximas pero polaridades diferentes, destaca la mayor
influencia de la adiciéon de sal sobre el componente mas polar, la

segunda de ellas, como era de esperar.
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Fig.IV.2.-2.- EFECTO DE LA ADICION DE CINa EN LA
ADSORCION EN PDMS
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Por el contrario, en el caso de los ésteres se determina la
incidencia negativa del efecto “salting out” sobre los componentes de
escasa polaridad, posiblemente debido al predominio de fendmenos de

absorcion en la propia sal de la disolucién saturada.

Yang y Peppard en 1994 estudian el efecto de diferentes
concentraciones de sal sobre la adsorcibn de determinados
componentes volatiles en PDMS, encontrando que pueden apreciarse
cuatro comportamientos distintos de los componentes.

Un primer grupo, en el que se incluye el linalol y la carvona, donde
la adsorcion aumenta proporcionalmente con la concentracion de sal,
dato coincidente con nuestros resultados.

Un segundo grupo, en el que la adsorcidn de componentes queda
favorecida inicialmente por el incremento de la concentracion salina,
hasta alcanzar un valor maximo a partir del cual la cantidad de
componente adsorbido por la fibra permanece constante. En este grupo
incluyen a acetato de etilo y geranial. Sin embargo, de acuerdo con los
resultados obtenidos en esta experiencia, en la grafica correspondiente
a la adsorcién de los ésteres puede observarse que en el caso del
acetato de etilo su adsorcién apenas si se modifica con la presencia de
un 36% de concentracion salina.

Un tercer grupo en el que se observa una disminucion de la
adsorcion de componentes por parte de la fibra a partir de una adicion
de sal superior al 15%. En este grupo se incluyen hexanoato de etilo,
acido hexanoico y triacetin, componentes no estudiados en esta
Memoria de Tesis.

Finalmente, el grupo cuarto en el que se observa una disminucion
de la adsorcién con la presencia de la disolucion salina; en este grupo
estos autores incluyen el limoneno. Este dato no es coincidente con
nuestros resultados, ya que en la determinacion puede observarse la
escasa incidencia de la concentracion salina sobre la adsorcién del

limoneno y todos los terpenos estudiados, con la excepcion del
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valenceno, en el que si se observa una disminucion del porcentaje de

adsorcion.

I\V.2.3.- Efecto de la agitacion

Estudios realizados por Penton en 1996 demuestran que la
agitaciéon de la muestra es bastante efectiva, ya que incrementa la
respuesta de compuestos de baja volatilidad, aunque no es necesario
para los componentes mas volatiles. Arthur et al. (1992) afirman que la
agitacién reduce el tiempo de exposicion de la fibra en el espacio de
cabeza para alcanzar el equilibrio quimico entre las fases que
conforman el sistema.

En nuestro caso, estudiamos unicamente el efecto de la agitacion
sobre la cantidad extraida de cada uno de los componentes por la fibra
en un tiempo determinado de exposicion al espacio de cabeza. Al igual
que Penton en 1996, se determina un efecto positivo de la agitacion
sobre el atrapamiento de los componentes menos volatiles. La
agitacion favorece la salida de éstos desde el zumo hacia el espacio de
cabeza ya que, segun lo expresado por Arthur et al. en 1992, los
compuestos de mayor peso molecular tienen una difusién lenta en la
fase acuosa que repercute negativamente en su velocidad de
distribucion hacia el espacio de cabeza.

No obstante todo ello, un hecho a destacar es que la agitacién
afecta negativamente a la distribucion de los componentes mas
volatiles entre el espacio de cabeza y la fibra, tal es el caso de acetona,
etanol y acetato de etilo, componentes muy volatiles que
asombrosamente merman su adsorcion de modo considerable por

efecto de la agitacion, tal como se muestra en la Figura I1V.2.-3.
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Fig.IV.2.3.- EFECTO DE LA AGITACION SOBRE LA
ADSORCION EN PDMS
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En base al conjunto de estos resultados obtenidos en el estudio
del efecto de la concentracion salina, el calentamiento y la agitacion de
la muestra, deducimos que para un mejor conocimiento de la
composicion de la fraccién aromatica en el espacio de cabeza, resulta
mas aconsejable la adicion de la disolucién saturada de CINa,
eliminando la agitacion y el aumento de la temperatura. Estos
resultados coinciden con los publicados por Steffen y Pawliszyn en
1996, quienes encuentran un aumento considerable de la sensibilidad

del método solamente con la adicion de sal.

IV.2.4.-Tiempos de equilibrio

El equilibrio quimico-fisico del sistema se alcanza cuando la
distribucion de analitos permanece homogénea en las tres fases,
siendo el paso limitante para alcanzar este reparto la diferente
velocidad de difusion de cada uno de los mismos a través del sistema
liquido-gas- recubrimiento de la fibra. Por esta razon, el tiempo para
alcanzar este equilibrio ha de ser previamente determinado en al
menos un grupo representativo de todos los compuestos en estudio.

La representacion grafica de la cantidad de analito extraida frente
al tiempo, refleja una curva que define la transferencia de componentes
desde la matriz acuosa hacia la fibra a través del espacio de cabeza. El
tiempo a partir del cual la cantidad de analito retenida en la fibra
permanece constante correponde con el tiempo de equilibrio del
sistema. En la practica se define al tiempo de equilibrio como el tiempo
al que la masa adsorbida por la fibra ha alcanzado el 90% de la
capacidad total de retencion de ese componente por el recubrimiento
polimérico (Zhang y Pawliszyn, 1993).

El perfil de adsorcidon es caracteristico de cada componente ya

que este depende en gran medida de la polaridad y volatilidad del
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mismo, propiedades que definen los valores de los dos distintos
coeficientes de reparto.

Al igual que en los ensayos anteriores, los mismos catorce
componentes son seleccionados para el estudio del tiempo de
equilibrio teniendo en cuenta las caracteristicas de volatidad y
polaridad de los mismos, de tal forma que enmarcasen el
comportamiento del resto de componentes estudiados. Entre estos
componentes, hemos de senalar la dificultad de manipulacion del

acetaldehido, componente de elevada volatilidad.

IV.2.4.1.- Tiempos de equilibrio en PDMS

Agrupando los componentes en base a su naturaleza quimica en
aldehidos, alcoholes, terpenos, cetonas y ésteres, y representando el
area obtenida para cada uno de ellos frente al tiempo de exposicion de
la fibra en espacio de cabeza, obtenemos las siguientes graficas (Fig.
IV.2.4.-1.) en las que se muestra el comportamiento de los diferentes
compuestos ensayados y se registra el punto en el cual se alcanza el

equilibrio.

Un comportamiento general observado es la existencia de un
tramo inicial de elevada pendiente seguido de un tramo de menor
pendiente con la consiguiente disminucion de la cantidad de masa
adsorbida. Estudios realizados por Zhang y Pawliszyn (1993),
demuestran la existencia de este mismo comportamiento en la
adsorcion de componentes volatiles. Estos autores denominan el punto

de caida de la pendiente como “turning point”.
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Fig.lV.2.4.-1.- TIEMPOS DE EQUILIBRIO CON FIBRA DE PDMS
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Este efecto se debe a la mas rapida adsorcion por parte de la fina
capa del recubirimiento polimérico de los componentes presentes en el
espacio de cabeza con respecto a la lenta difusién de los mismos
desde la fase acuosa, que provoca un retardo en la salida hacia el
espacio de cabeza con la consiguiente disminucion de la cantidad de

masa en disposicion para ser adsorbida.

El perfil de adsorcion de los aldehidos estudiados en el tiempo,
muestra la incidencia del valor de las constantes de reparto entre la
fibra y el espacio de cabeza. En el caso del decanal, la curva obtenida
apenas si modifica su pendiente entre los 5 y los 60 minutos
estudiados, frente al dodecanal en el que se observa un aumento
continuo de la cantidad de componente adsorvida entre los 5 y 30
minutos, a partir de este punto las curvas obtenidas alcanzan un plato,
por lo que de acuerdo con lo estipulado por Zhang y Pawliszyn en
1993, ambos son componentes de bajo coeficiente de reparto entre la
fibra y el espacio de cabeza. En el caso de decanal dada su mayor
volatilidad no puede apreciarse el punto definido por estos autores
como punto de retardo, alcanzandose el tiempo de equilibrio a partir de
los 30 minutos de exposicion de la fibra. Para el dodecanal, dada su
menor volatilidad y mas lenta difusion hacia la fase gaseosa, el tiempo
de retardo se observa claramente, siendo este practicamente
coincidente con el tiempo de equilibrio.

El acetaldehido es un componente de elevada volatilidad, lo que
supone un gran problema en las condiciones de manejo; a esto se le
une el hecho de ser un componente muy polar, por lo que la constante
de reparto entre la fibra y el espacio de cabeza es muy pequefio. Todo
ello genera la escasa adsorcion y la no existencia de cambio en la
pendiente de la curva, por lo que podria deducirse que rapidamente
alcanza el equilibrio en un tiempo inferior a los cinco minitos.

La adsorcién de los alcoholes por el PDMS, presenta de igual

forma un punto de retardo y un punto de equilibrio. El etanol es un
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componente polar de elevada volatilidad y la afinidad que presenta
hacia el PDMS es escasa. La adicion de sal al medio que se aplica en
la técnica modifica la constante de reparto de este componente entre la
disolucién acuosa y el espacio de cabeza, facilitando su salida y
adsorcion en la fibra. Por este motivo existe una lenta adsorcién desde
el inicio hasta los 5 minutos de exposicion, a partir de este punto la
adsorcion aumenta -como consecuencia del enriquecimiento del
espacio de cabeza en este componente- hasta alcanzar los 45 minutos
de exposicion, momento donde se alcanza el punto de retardo
coincidente con el tiempo de equilibrio del mismo, dado el bajo
coeficiente de reparto del etanol entre la fibra y el espacio de cabeza.
En el caso del linalol y dodecanol ambos presentan el mismo tiempo de
retardo pero no de equilibrio. El linalol alcanza el equilibrio proximo a
los 30 minutos siendo este punto coincidente con el de equilibrio.
Dodecanol, componente de menor volatilidad y polaridad tambén
alcanza el punto de retorno proximo a los 30 minutos pero este punto
no es coincidente con el tiempo de equilibrio, dato explicable por la
lenta difusion de este en el medio acuoso y la mayor constante de

reparto entre la fibra y el espacio de cabeza por motivos de afinidad.

Los hidrocarburos terpénicos son componentes de naturaleza
apolar y volatilidad media, por lo que presentan una adecuada afinidad
por la fibra. La constante de reparto entre la fibra y el espacio de
cabeza es elevada, no siendo asi en el caso del coeficiente de reparto
entre la matriz de la muestra y el espacio de cabeza. El mecanismo de
adsorcion es diferente al del resto de componentes estudiados. En el
caso de mirceno y limoneno, se observa una elevada pendiente hasta
alcanzar los 30 minutos; a partir de este momento, y como
consecuencia de la lenta difusion de analitos hacia el espacio de
cabeza, la cantidad de analito adsorbido disminuye hasta alcanzar el
equilibrio a los 45 minutos de exposicion. Este fendmeno de

disminucion se corresponde con una desorcion de analitos por parte de
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la fibra, dato explicable si se consideran posibles interacciones entre
componentes en el recubrimiento polimérico: la existencia de una
competencia por los sitios activos de la superficie de adsorcién pudiera
justificar este comportamiento, ocurriendo al inicio una elevada
retencibn como consecuencia de la gran afinidad, seguida de una
dersorcion de los mismos hasta alcanzar el equilibrio en el sistema.
Estos resultados nos instan al estudio del comportamiento del resto de
los componentes de igual naturaleza quimica (Fig.IV.2.4.1.-1), de este
analisis concluimos que este fendmeno es extensible a todos los
hidrocarburos terpénicos analizados en el zumo de naranja. Este hecho
no es tan marcado en el caso del valenceno, cariofileno y a-humuleno,
componentes de naturaleza poliaromatica y lenta difusion a través del
sistema de fases, en los que el punto de retardo coincide con el punto

de equilibrio, siendo proximo a los 35 minutos.

En el estudio de la retencion de las cetonas, acetona y etil-vinil-
cetona presentan comportamientos proximos hasta los 30 minutos de
exposicion, aunque etil-vinil-cetona alcanza el punto de retardo a los 15
minutos, seguido de un tramo de menor pendiente en la que puede
afirmarse que este componente alcanza el equilibrio al mismo tiempo
que su punto de retardo. La acetona alcanzados los 30 minutos de
exposicién experimenta un aumento en la adsorcién hasta los 45
minutos, a partir de este valor de tiempo la pendiente de la curva se
anula, habiendo alcanzado en este punto el tiempo de equilibrio para
este componente. Para el caso de la cetona aromatica, carvona, el
punto de retardo se alcanza a los 45 minutos, que coincide con el
tiempo de equilibrio pues también en este punto la grafica comienza a

mantener constante el area bajo la curva.
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Fig.lV.2.4.1.-1.- TIEMPOS DE EQUILIBRIO EN HIDROCARBUROS
TERPENICOS PARA PDMS

TERPENOS

70 Area (mVx min)

60

50

40 B-PINENO

30

20

10 SABINENO o-PINENO|

0
0 5 15 30 45 60

Tiempo (min)

Area ( mVx min)

40

30

A3-CARENO

20 |
o—~TERPINENO

10
o—FELANDRENO

0 5 15 30 45 60
Tiempo (min)

181



En relacion a los ésteres dada la diferencia de polaridad y
volatilidad entre estos componentes, también se determina un
comportamiento distinto entre los mismos. En el caso del acetato de
etilo, el éster de mayor volatildad de entre los estudiados, podemos
apreciar que el punto de retardo es coincidente con el tiempo de
equilibrio. Dada su escasa afinidad hacia el PDMS a los 15 minutos de
exposicidon se alcanza la maxima capacidad de adsorcion de ese
componente por parte de la fibra. Los acetatos de octilo y geranilo, por
su menor volatilidad y polaridad necesitan mas tiempo para alcanzar el
punto de equilibrio como consecuencia de una mayor constante de
reparto entre la fibra y el espacio de cabeza, alcanzandose este punto
a los 45 minutos de exposicidon, no siendo coincidente con el tiempo de
retardo, que en ambos componentes es coincidente y se alcanza

aproximadamente a los 30 minutos de exposicion.

De los resultados obtenidos se deduce que en el estudio de los
componentes volatiles en el zumo de naranja mediante HS-SPME con
PDMS como recubrimiento polimérico, la mayoria de los componentes
tienen valores bajos en las constantes de reparto entre la fibra y el
espacio de cabeza , por lo que el tiempo de retardo es coincidente con
el de equilibrio que para componentes de elevada volatilidad, caso de
acetaldehido, etil-vinil-cetona y acetato de etilo, son préximos a los 15
minutos. Un comportamiento similar es el observado para decanal,
dodecanal y linalol, en los que también son coincidentes ambos puntos
que se alcanzan a los 30 minutos, junto con carvona, acetona y etanol
en los que se requiere un tiempo superior, proximo a los 45 minutos.
Componentes de mayor afinidad, como hidrocarburos terpénicos de
bajo peso molecular y dodecanol, acetato de octilo y acetato de
geranilo presentan tiempos de retardo no coincidentes con los de
equilibrio, alcanzandose estos ultimos proximos a los 45 minutos de

exposicion.
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En base a esto, el tiempo 6ptimo de exposiciéon de la fibra de
PDMS en el espacio de cabeza del zumo de naranja para obtener una
adecuada cuantificaciéon es de 45 minutos, en este punto todos los
componentes analizados han alcanzado las condiciones de equilibrio

entre fases.

IV.2.4.2.- Tiempos de equilibrio en PA

Dadas las caracteristicas fisico-quimicas del poliacrilato (sélido
cristalino), el tiempo requerido para alcanzar la uniformidad de las
concentraciones en el equilibrio es superior al polidimetil-siloxano,
como consecuencia del mayor tiempo requerido para difundir en esta
fase sdlida los componentes volatiles. Esta fibra, como se ha definido
anteriormente, es especifica para componentes de naturaleza polar,
por lo que, a priori, se mejorara la extraccibn de los mismos
disminuyendo, por el contrario con los de naturaleza apolar.

Los resultados de esta experimentacion, paralela a la
anteriormente realizada con la fibora de PDMS, se recogen en las
graficas de la Figura 1V.2.4.-2., que a continuacion se describen.

El estudio de los aldehidos nos remarca la importancia de la
polaridad y volatilidad sobre la capacidad de adsorcion del PA. La
evolucion de la cantidad adsorbida de decanal comienza con un
crecimiento continuo sin llegar a alcanzar el tiempo de equilibrio a los
75 minutos de exposicion. Frente al dodecanal -en este caso la afinidad
del recubrimiento polimérico hacia este componente es bastante
escasa- la cantidad retenida es muy pequefia, representando una curva
de minima pendiente. El tiempo minimo que ha de mantenerse la fibra
en el espacio de cabeza esta proximo a los 60 minutos. Contrasta
como el comportamiento de ambos componentes en los dos

recubrimientos de fibra estudiados es inverso.
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Fig. IV.2.4.-2. TIEMPOS DE EQUILIBRIO EN PA
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En PDMS mayor cantidad de dodecanal se adsorbe, mientras que
el decanal alcanza rapidamente el punto de equilibrio (30 min).

El perfil de la velocidad de adsorcion de los alcoholes en PA
muestra en el caso del linalol una elevada constante de reparto entre la
fibra y el espacio de cabeza, la afinidad de la fibra hacia el componente
es bastante elevada, lo cual condiciona que no se alcance el equilibrio
de absorcion ni a los 75 minutos de exposicion de la fibra en esta
técnica de espacio de cabeza.

En el caso del dodecanol, componente de menor volatilidad y
polaridad que el anterior, el tiempo de equilibrio es coincidente con el
tiempo de retardo pues a los 60 minutos de exposicion de la fibra al
espacio de cabeza alcanza la cantidad maxima de componente que es
retenida por el recubrimiento de PA.

En relacién al comportamiento de adsorcion en ambas fibras, el
dodecanol presenta una actuaciéon similar proxima con la salvedad del
tiempo necesario para alcanzar el equilibrio, dada la propia naturaleza
del mecanismo de adsorciéon. Con relacién al linalol, si que puede
apreciarse la influencia de la polaridad del recubrimiento de la fibra con

su afinidad hacia los componentes de mayor polaridad.

Los terpenos, dada su naturaleza apolar, son menos retenidos por
el PA y se destaca el comportamiento peculiar de la dinamica de
absorcién, ya que hasta los 45 minutos aumenta la cantidad retenida
produciéndose un descenso en torno a 60 minutos y vuelve aumentar a
los 75 minutos. En estas condiciones podriamos decir que en el punto
donde ocurre una desorcion parcial puede ser considerado el hecho de
la adsorcion competitiva de otros componentes de mayor afinidad vy
mas lenta difusién a través del sistema. A excepcién del valenceno, en
el que el comportamiento es distinto ya que las variaciones detectadas

son mucho mas intensas y se alcanzan a menor tiempo que limoneno y

186



Optimizacion de SPME

mirceno. En estas condiciones no podemos hablar de equilibrio, ya que
no ha sido alcanzado en los tiempos de exposicion considerados.

En el caso de las cetonas, tanto la acetona como la etil-vinil-
cetona presentan una elevada volatilidad y ligera polaridad, su
coeficiente de reparto entre la fibra y el espacio de cabeza es pequefio,
por este motivo alcanzan rapidamente el tiempo equilibrio que a su vez
es coincidente con el punto de retardo.

Un hecho a destacar es el diferente comportamiento de estos
compuestos en ambas fibras, en el caso de la fibra apolar el tiempo de
retardo no coincide con el tiempo de equilibrio, dada la diferencia de
polaridad existente entre ambas, que modifica su coeficiente de reparto
fibra-espacio de cabeza. La carvona presenta un comportamiento en el
que el equilibrio no se alcanza en todo el tiempo de exposicion, como
consecuencia de su escasa polaridad y menor volatilidad, que se
traduce en una lenta difusion a través del sistema. Otro hecho que ha
de ser constatado es el posible valor elevado del coeficiente de reparto
en el segundo equilibrio del sistema, por lo que requiere un elevado
tiempo de exposicion en el espacio de cabeza para poder alcanzar el
equilibrio. Un comportamiento opuesto al encontrado en PDMS, en el
que el punto de retardo coincide con el tiempo de equilibrio debido al

bajo coeficiente de reparto en el segundo equilibrio.

Los ésteres presentan un comportamiento diferente a los
componentes anteriormente mencionados. En el caso del acetato de
etilo, dada su elevada volatilidad y bajo coeficiente de reparto hacia el
PA, alcanza el equilibrio en torno a los 60 minutos, frente al acetato de
octilo en el que durante los 75 minutos de exposicion no se produce en
ningun momento el equilibrio, y el acetato de geranilo tiene un
comportamiento similar al de terpenos, crecimiento rapido hasta los 45

estabilidad hasta los 60 y crecimiento brusco hasta los 75 minutos.
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Como se ha definido anteriormente el PA es una fibra de
naturaleza muy polar y especifica, adecuada para determinar
componentes volatiles de elevada polaridad y volatilidad, por lo que el
tiempo de equilibrio a considerar para la determinacion de volatiles es
el encontrado para los componentes con estas caracteristicas. Por ello
el tiempo Optimo de exposicién del PA en espacio de cabeza es de 60

minutos.

IV.2.5.- Tiempos de adsorcién

La diferencia de tiempos de equilibrio encontradas entre el PDMS
y el PA son debidas en su mayor parte a la diferente estructura quimica
de estos polimeros al presentar el poliacrilato estructura cristalina la
difusion a través del mismo es mucho mas lenta que para el
polidimetilsiloxano de naturaleza fluida; junto al hecho de que la
mayoria de los componentes volatiles en el zumo de naranja son de
naturaleza polar, por lo tanto una mayor afinidad que se traduce en una
elevada constante de reparto entre el recubrimiento polimérico y el
espacio de cabeza, requiriendo mas tiempo para alcanzar el equilibrio
entre fases.

Estudios realizados por Steffen y Pawliszyn (1996) en los que se
compara la actuacion de estos dos tipos de fibra en algunos
componentes volatiles caracteristicos del zumo de naranja, demuestran
que cada una de estas fibras posee ventajas particulares. En el caso
del PDMS, es eficiente para la extraccion de un amplio rango de
analitos independientemente de su polaridad aunque, a excepcion de
los terpenos, el resto de analitos que estudian son extraidos
proporcionalmente en mayor cantidad mediante PA. Estos resultados
coinciden con los publicados por Boy-Boland et al., (1994), quienes
afirman la efectividad de PA para la extraccion de componentes de

diferente naturaleza quimica.
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Steffen y Pawliszyn (1996), respecto al tiempo de equilibrio
encuentran una gran homogeneidad de resultados con el empleo de
PA. Para ellos la mayoria de los componentes presentes en el espacio
de cabeza del zumo de naranja alcanzan el equilibrio proximo a los 60
minutos, dato no coincidente con nuestros resultados, en los que los
tiempos requeridos para la mayoria de los componentes sobrepasan
los 75 minutos. No obstante, en relacion a los tiempos seleccionados
para optimizar la exposicion de PDMS, si que son coincidentes con los
adoptados por estos autores.

Esto nos lleva a la conclusién de que el menor coeficiente de
reparto de los analitos entre las tres fases que conforman el sistema
con el empleo de PDMS como recubrimiento polimérico, favorece la
determinacién cuantitativa de los componentes volatiles que conforman
el espacio de cabeza del zumo de naranja. Una mayor homogeneidad
en los tiempos de exposicion de la fibra en el espacio de cabeza
supone una mayor reproducibilidad de resultados, asi como un menor
tiempo necesario para realizar las determinaciones.

El empleo de PA supone la consideracion de tiempos de
exposicién favorables para los componentes muy volatiles de bajo
coeficiente de reparto, con lo que el estudio a nivel cuantitativo no es el
optimo en la determinacion de la composicién en espacio de cabeza en
el zumo de naranja.

En base a estos resultados, considerando la dificultad de alcanzar
los tiempos de equilibrio 6ptimos para cada uno de los componentes
volatiles con el empleo de ambos recubrimientos poliméricos, tomamos
la consideracion de tiempos de exposicion favorables de los
recubrimientos poliméricos en el espacio de cabeza, siendo de 45

minutos para PDMS y de 60 para PA.
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IV.3.- ANALISIS DE COMPONENTES VOLATILES EN ZUMO
DE NARANJA

En este apartado realizamos el analisis de los componentes
volatiles totales y en espacio de cabeza caracteristicos del zumo de
naranja. Para ello, también se compara el zumo obtenido a partir de un
exprimido a mano y el zumo simple de naranja pasteurizado elaborado
industrialmente, con el fin de contrastar las variaciones sufridas por los
constituyentes volatiles mediante procedimientos mecanicos y los
tratamientos iniciales de refinado, desaireado y pasteurizado a los que
queda sometido.

Hoy en dia, para un sector de mercado selecto, estas dos
modalidades de zumo de naranja son las mas demandadas por los
consumidores al estar disponibles en el mercado y apreciar las

diferencias de flavor existentes entre las mismas.

IV.3.1.- Componentes volatiles. SDE

El aroma fresco de los zumos recién exprimidos a partir de los
frutos citricos sufre transformaciones por los tratamientos térmicos a
que se someten durante el procesado industrial (Nufez, 1988; Shaw,
1986).

Para poder interpretar mejor estas modificaciones y/o apreciar las
diferencias existentes entre el zumo exprimido a mano y el zumo
industrial es necesario conocer la composicion y cantidades de
constituyentes volatiles en ambos zumos.

Durante el periodo de elaboracion comprendido entre los meses
de enero a mayo, se recogen en fabrica doce muestras representativas
de los frutos que industrializa en cada momento asi como las muestras
respectivas del zumo pasteurizado que se elabora simultdaneamente en

fabrica.
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Componentes voldtiles en zumo de naranja

La totalidad de los componentes aromaticos considerados en este
estudio se comentan en los siguientes apartados para cada una de las
muestras agrupadas segun el tipo del zumo, tabulando la cuantificacién

de los mismos.

IV.3.1.1.- Zumo de naranja exprimido a mano

De nuevo se describen los resultados referidos a los distintos
constituyentes volatiles analizados (Tabla.lV.3.1.-1.), en base a su

naturaleza quimica.

Aldehidos.- Muchos de los componentes que consideramos en
esta Memoria no son detectados como consecuencia de su baja
concentracion y escasa recuperacion durante la destilacién. Tal es el
caso del acetaldehido y el trans-2-hexenal, componentes volatiles
caracteristicos del aroma fresco de la naranja, asi como el furfural que
contribuye al desarrollo de olor desagradable y se considera como
indice de degradacion del zumo fresco. Undecanal y dodecanal
componentes de alto peso molecular tampoco son detectados.

Entre los aldehidos encontrados destacan el valeraldehido y el
hexanal como mayoritarios. Otros aldehidos caracteristicos como el
decanal, octanal, nonanal, neral y geranial se detectan a muy bajas
concentraciones durante el mes de enero disminuyendo en las
muestras de abril, pero no son detectados en las muestras

correspondientes al mes de mayo.
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Tabla 1V.3.1.-1.- COMPONENTES VOLATILES TOTALES EN ZUMO DE

NARANJA EXPRIMIDO A MANO

Componentes (mg/Kg)

Naranja Exprimida

Enero Abril Mayo
Acetaldehido. N.D. N.D. N.D.
Etanol N.D. N.D. N.D.
Acetona N.D. N.D. N.D.
Metil-vinil-cetona N.D. N.D. N.D.
Acetato de etilo N.D. N.D. N.D.
1-Butanol N.D. N.D. 0,190 + 0,329
1-Penten-3-ol N.D. N.D. N.D.
Etil-vinil-cetona 4,246 + 2,261 0,830 + 0,632 N.D.
Valeraldehido+2 Pentanol 2,235+ 1,595 0,701 £ 0,557 N.D.
Butirato de metilo 0,312+ 0,063 0,037 + 0,059 N.D.
3-metil-1-butanol N.D. 0,050 + 0,081 0,055 + 0,095
Hexanal+Butirato de etilo 1,178 + 0,656 0,691+0,523 0,677 £0,384
Furfural N.D. N.D. N.D.
Trans-2-Hexenal N.D. N.D. N.D.
Trans-2-Hexen 1-ol N.D. N.D. N.D.
a-Pineno 0,158 £ 0,003  0,145+0,039 0,172 + 0,066
1-Heptanol 0,031+0,054 0,005+0,013 0,013+0,022
Sabineno 0,105+0,049 0,030+0,039 0,088 +0,116
p-Pineno 0,018 + 0,02 N.D. N.D.
B-Mirceno 0,910+ 0,567 0,423 +0,221 0,722 +0,234
Octanal 0,26 + 0,450 0,044 + 0,063 N.D.
a-Felandreno N.D. 0,018 £ 0,029 N.D.
As-Careno 0,079+0,068 0,012 + 0,022 N.D.
a-Terpineno 0,045 + 0,058 N.D. 0,013 £ 0,022
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Componentes voldtiles en zumo de naranja

Limoneno
v-Terpineno
Octanol

Linalol

Nonanal
Citronelal
Terpinen-4-ol
a-Terpineol
Decanal

Acetato de octilo
Nerol+Citronelol
Carveol

Neral

Carvona
Geraniol+Acetato de linalilo
Geranial
Perialdehido

Undecanal

Acet. terpenilo + Acet. citronelilo.

Acet. nerilo

Acet. geranilo
Dodecanal
Antranilato de etilo
Cariofileno
a-Humuleno
Dodecanol

Valenceno

58,750 £ 37,257 33,554 + 7,773

0,030 £ 0,052
0,270 + 0,303
0,579+ 0,730
0,009 + 0,012
0,031 £ 0,054
0,450 + 0,504
0,412 + 0,595
0,020 + 0,034
N.D.
0,085+ 0,130
N.D.
0,014 + 0,020
N.D.
0,057 + 0,054
N.D.
N.D.
N.D.
N.D.
0,027 + 0,046
N.D.
N.D.
N.D.
0,031 £ 0,032
N.D.
N.D.
2,257 + 2,459

N.D.
0,041 £ 0,044
0,219+ 0,102

N.D.

N.D.
0,188 £ 0,104
0,310 + 0,454
0,066 + 0,067
0,011 +£ 0,018
0,012 + 0,083

N.D.
0,007 £ 0,018
0,002 + 0,006
0,037 £ 0,053

N.D.

N.D.

N.D.

N.D.
0,002 + 0,005
0,001 +£ 0,002

N.D.

N.D.
0,059 + 0,056
0,012 £ 0,030

N.D.
1,921 £ 2,220

48,789 + 22,722
0,098 + 0,058
0,405 + 0,353
0,366 + 0,090

N.D.
N.D.
0,216 £ 0,086
0,313 £ 0,292
N.D.
N.D.
0,155 + 0,269
N.D.
N.D.
0,147 £ 0,221
N.D.
0,143 £ 0,232
N.D.
N.D.
0,027 £ 0,034
0,007 £ 0,012
N.D.
N.D.
N.D.
0,058 + 0,056
N.D.
N.D.
2,660 + 2,269
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Alcoholes.- De los gince componentes alcohdlicos estudiados,
seis no han sido detectados: etanol, 1-butanol, 1-penten-3-ol, trans-2-
hexen-1-ol, carveol y dodecanol.

Metanol y etanol son componentes volatiles caracteristicos de la
naranja procedentes de frutos muy maduros. Estudios realizados por
Nisperos-Carriedo y Shaw (1990) confirman la deteccion de una
cantidad elevada de metanol en zumo exprimido a mano como
consecuencia de la actuacion de la pectinmetilesterasa, enzima que
produce la desesterificacion de las pectinas presentes en el zumo, con
la consiguiente liberacion de metanol.

La no deteccidon de estos componentes es debida a su elevada
volatilidad, lo que conlleva la pérdida de los mismos durante la
concentracion del destilado, al ser estos de volatilidad proxima a la del
hexano.

El trans-2-hexen-1-ol esta considerado como un importante
contribuyente al toque herbaceo en el zumo fresco de naranja
(Arctander, 1969); su escasa afinidad hacia el hexano y la baja
concentracion a la que ha sido detectado (0,02 ppm) por Nisperos-
Carriedo y Shaw (1990), explican la no deteccion de este componente
mediante el método de extraccidén-destilacion simultanea.

Linalol, terpinen-4-ol y oa-terpineol son los componentes
detectados en mayor concentracion. El linalol esta presente en
cantidades variables en la corteza de la naranja (Shaw, 1979). En los
estudios realizados por Nisperos-Carriedo y Shaw, en 1990,
encuentran que este componente se haya en el zumo fresco de naranja
unicamente a nivel de trazas, mientras que en nuestros resultados la
concentracion detectada oscila entre 0,58 y 0,22 ppm.

El a-terpineol, es un compuesto procedente de la degradacién del
limoneno (componente mayoritario del aceite esencial de la naranja),
siendo conocida su contribucién al desarrollo del olor desagradable en

el zumo de naranja cuando su concentracidon es superior a 2ppm
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(Tatum et al., 1975). En nuestras muestras la concentracién en el zumo

exprimido a mano oscila entre 0,41 y 0,31 ppm.

Hidrocarburos terpénicos.- El estudio de la concentracion de estos
terpenos, resulta mucho mas adecuada como consecuencia de la
mayor afinidad hacia el hexano y su menor volatilidad. Estos
componentes estan presentes en el aceite esencial de la corteza del
fruto y se eleva su contenido por la incorporacién de aceite en los
equipos mecanicos de extraccion.

Doce componentes son recuperados, de los cuales limoneno,
valenceno y mirceno son detectados en mayor concentracion. El
limoneno es el componente mayoritario y oscila entre 48 y 58 ppm.
Estudios realizados por Ahmed et al. (1978b) demuestran que el
limoneno tiene un importante papel en el deterioro del aroma del zumo
cuando su concentracion esta por encima de las 190 ppm, dato que
concuerda con la posterior valoracion sensorial realizada por Carter en
1985.

El a-pineno con concentraciones comprendidas entre 0,15y 0,17
ppm, ha sido considerado por Ahmed et al. (1978a) como un agente
favorecedor del aroma del zumo. Estos valores son similares a los
encontrados por Nisperos-Carriedo y Shaw en 1990 que detectan para
la naranja fresca un contenido en a-pineno comprendido entre 0,10 y
0,22 ppm.

En relacion a sabineno y y-terpineno, son detectados a una
concentracion comprendida entre 0,10 y 0,03 ppm. Estos componentes
también han sido caracterizados por su contribucion al aroma del
zumo, aportando el y-terpineno un aroma proximo al citral, frente al
sabineno de aroma mas suave, especiado (Arctander, 1969).

B-pineno, a-felandreno, a-terpineno y As-careno se determinan a
muy bajas concentraciones. Siendo B-pineno unicamente detectado en
las muestras correspondientes al mes de enero, junto con. a-

felandreno detectado en las muestras correspondientes al mes de abril.
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Esteres y Cetonas.- De acuerdo con las caracteristicas del
sistema de destilacion unicamente llegan a detectarse componentes de
volatilidad igual o superior a la etil-vinil-cetona. Componentes como el
acetato de etilo, caracteristico del aroma frutal del zumo (Arctander,
1969), no se determinan como consecuencia de la pérdida durante la
concentracion del destilado.

El butirato de metilo también es un componente caracteristico del
aroma frutal, su concentracion oscila entre 0,31 y 0,04 ppm durante los
meses de enero y abril, pero no llega a detectarse en las muestras de
mayo.

En el estudio de las cetonas destaca unicamente la etil-vinil-
cetona como componente detectado en mayor cantidad (4,24-0,83
ppm); carvona, producto de degracion procedente de la hidrolisis
catalitica del limoneno, es detectada durante los meses de abril y mayo
(0,002 y 0,147 ppm, respectivamente), observando una elevacion de la

concentraciéon con la maduracion del fruto.

IV.3.1.2.- Zumo de naranja comercial

Una vez caracterizados los componentes volatiles mas
representativos del zumo exprimido a mano, se determinan de los
mismos en una muestra de zumo de naranja pasteurizado de
procedencia industrial.

En este caso ha de tenerse en cuenta el diferente sistema
mecanico de extracciéon del zumo, junto a la influencia de todos los
procesos tecnoldgicos a los que queda sometido el mismo. Los

resultados obtenidos quedan reflejados en la Tabla I1V.3.1.-2.
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Aldehidos.- De igual forma que en el zumo de naranja exprimido a
mano tampoco llegan a detectarse los aldehidos de elevada volatilidad
y escasa recuperacion mediante SDE, caso de acetaldehido y trans-2-
hexenal.

De los aldehidos detectados destacamos que el valeraldehido y el
hexanal, presentan una disminucion de concentracion del rango de 2,5
hasta 12 veces con relacion al valor determinado en el zumo exprimido
a mano. Las menores concentraciones en estos componentes suponen
una pérdida de notas del aroma fresco del zumo.

En relacién a los aldehidos de mayor peso molecular y menor
volatilidad, pero que a su vez también definen el aroma del zumo, como
octanal, nonanal, decanal, neral y geranial, destaca el aumento
importante de su concentracion. Octanal y nonanal aumentan 3 y 53
veces respectivamente, resaltando un crecimiento progresivo durante
los meses de enero, abril y mayo. Este dato no coincide con el obtenido
en el zumo exprimido a mano donde nonanal unicamente se detecta en
las muestras de enero a muy baja concentracion.

El decanal, considerado como el aldehido mayoritario en la
naranja, aumenta su concentracion 25 veces con relacion al detectado
en el zumo fresco.

Octanal y decanal han sido considerados como importantes
contribuidores al aroma de la naranja segun lo expresado por Boelens
y van Gemert en 1987, siendo uno de los estandares de identidad del
aceite de la corteza. No obstante, Ahmed et al. (1978 a) encontraron
que un contenido en decanal superior a 0,72 ppm ejerce un efecto
negativo sobre la calidad del aroma del zumo de naranja. En nuestro
estudio esta cantidad solo es superada durante los meses de abril y

mayo.
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Tabla 1V.3.1.-2.- COMPONENTES VOLATILES TOTALES EN ZUMO DE

NARANJA PASTEURIZADO

Componentes (mg/Kg)

Zumo Pasteurizado

Enero Abril Mayo
Acetaldehido N.D. N.D. N.D.
Etanol N.D. N.D. N.D.
Acetona N.D. N.D. N.D.
Metil-vinil-cetona N.D. N.D. N.D.
Acetato de etilo N.D. N.D. N.D.
1-Butanol N.D. N.D. N.D.
1-Penten-3-ol N.D. N.D. N.D.
Etil-vinil-cetona 0,920+1,490 0,630 + 0,546 N.D.
Valeraldehido+2 Pentanol 0,66 + 0,960 0,550 +£ 0,477 N.D.
Butirato de metilo N.D. 0,043 + 0,038 N.D.
3-metil-1-Butanol 0,05 + 0,001 0,105+ 0,027 0,112+ 0,003
Hexanal+Butirato de etilo 0,073 +0,002 0,061 + 0,055 N.D.
Furfural N.D. N.D. N.D.
Trans-2-Hexenal N.D. N.D. N.D.
Trans-2-Hexen 1-ol N.D. N.D. N.D.
a-Pineno 0,053 +0,01 1,00 + 0,293 1,077 £ 0,189
1-Heptanol N.D. 0,022 + 0,019 N.D.
Sabineno 0,063 + 0,08 0,095+ 0,084 0,109 + 0,025
p-Pineno 0,109+0,112 0,108 +0,024 0,215+ 0,152
B-Mirceno 2,030+ 3,267 3,703 +1,060 3,704 £01,325
Octanal 0,268 £0,213 0,280+0,180 0,346 + 0,147
a-Felandreno N.D. N.D. N.D.
As-Careno 0,290+0,123 0,250 +0,076 0,273 + 0,058
a-Terpineno 0,066 +£ 0,001 0,092 +0,080 0,088 + 0,003
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Limoneno
y-Terpineno
Octanol

Linalol

Nonanal

Citronelal
Terpinen-4-ol
a-Terpineol
Decanal

Acetato de octilo
Nerol+Citronelol
Carveol

Neral

Carvona
Geraniol+Acetato de linalilo
Geranial
Perialdehido
Undecanal

Acet. terpenilo + Acet. citronelilo
Acet. nerilo

Acet. geranilo
Dodecanal
Antranilato de etilo
Cariofileno
a-Humuleno
Dodecanol

Valenceno

125,500 £ 98,32 220,366 + 55,99 210,93 + 35,587

0,240 £ 0.145
0,410 £ 0.258
1,340 + 0.965
0,100 + 0,005
N.D.
0,660 + 0,325
0,520 + 0,268
0,330 £ 0,154
N.D.
0,153 + 0,009
N.D.
N.D.
N.D.
0,081 £ 0,025
0,142 £ 0,320
N.D.
N.D.
0,028 + 0,025
N.D.
0,038 + 0,026
0,094 + 0,001
N.D.
0,027 = 0,005
N.D.
N.D.
0,750 = 1,253

0,322 + 0,066
0,780+ 0,171
2,318 £ 0,195
0,096 + 0,087
N.D.
1,129 £ 0,135
1,084 £ 0,303
0,881 £ 0,370
0,014 £ 0,025
0,241 £ 0,105
N.D.
0,066 + 0,058
0,445 + 0,570
0,143 £ 0,033
0,221 £ 0,024
0,029 + 0,050
0,041 £ 0,037
0,040 + 0,048
0,051 £ 0,044
0,048 + 0,043
0,152 + 0,086
N.D.
0,121 £ 0,005
0,041 £ 0,042
N.D.
5,330 £ 2,738

0,353 £ 0,173
0,831+ 0,475
1,739 + 0,952
0,281 + 0,099
N.D.
0,773 £ 0,520
1,201 £ 0,240
0,878 £ 0,358
N.D.
0,147 £ 0,022
N.D.
N.D.
0,129 + 0,250
0,163 + 0,056
0,248 + 0,040
N.D.
N.D.
N.D.
0,181 £ 0,002
N.D.
0,156 + 0,0006
N.D.
0,110 £ 0,007
N.D.
N.D.
8,948 + 5,863
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Neral y geranial, aldehidos isomeros caracteristicos de los frutos
citricos y especialmente limén, aumentan su concentracion en un rango
de 3,14 y 4,3 veces, con la peculiaridad de que el neral unicamente es
detectado en el mes de abril, como consecuencia de las elevadas
pérdidas durante el procesado, frente al geranial componente mas
estable y detectado durante todo el periodo de muestreo.

Perialdehido, undecanal y dodecanal, han sido cuantificados en
contraste con su ausencia en las muestras exprimidas a mano.

Moshonas y Shaw en 1997 estudian el efecto de la pasteurizacion
sobre el zumo fresco, estos autores encuentran en relacion a octanal y
decanal un aumento de concentracion de los mismos en una
proporcion de 1,3 veces superior al detectado en el zumo fresco. Los
valores obtenidos oscilan respectivamente entre 0,55 y 0,60 ppm, que
relacionados con los obtenidos en nuestra experiencia 0,34 y 0,88 ppm
suponen un incremento mas representativo del efecto del procesado
sobre el zumo fresco sin procesar.

En relacion a neral y geranial los mismos autores no encuentran
diferencias en su comportamiento y el efecto de la pasteurizacion
apenas si es apreciado frente a los resultados obtenidos en esta

experiencia.

Alcoholes.- De igual forma que en la naranja exprimida a mano
tampoco son detectados aquellos componentes que no pueden ser
extraidos mediante SDE, por lo que centramos el estudio en los
alcoholes de menor volatilidad.

En el caso de 1-heptanol destaca una disminucion importante de
la concentracion en el zumo pasteurizado; sélo en el mes de abril se
detecta una concentracién ligeramente superior en el zumo de naranja
exprimida a mano respecto al zumo industrial.

Octanol y linalol se detectan en cantidades bastante superiores a
las determinadas en el zumo exprimido a mano, con un aumento de

2,82 y 4,6 veces respectivamente. Estos resultados no son
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coincidentes con lo publicado por Nisperos-Carriedo y Shaw en 1990,
quienes detectan cantidades muy inferiores, llegando en ocasiones a
ser considerados como componentes traza.

Terpinen-4-ol y a-terpineol también son detectados en este caso
en cantidades superiores, con un aumento aproximado de 3 veces para
ambos. El aumento de la concentracion del a-terpineol esta relacionado
con el efecto del tratamiento térmico, ya que este componente procede
del limoneno por la hidrélisis en el medio acido del zumo que se
favorece por el aumento de la temperatura (Slater y Watkins, 1964).

No se observan diferencias entre el contenido de nerol mas
citronelol en ambas muestras, con excepcién de las muestras
correspondientes al mes de abril, en las que el contenido en el zumo
industrial superan en 10 veces las detectadas en el zumo exprimido a

mano.

Hidrocarburos terpénicos.- Los componentes terpénicos
presentes en el zumo de naranja proceden practicamente en su mayor
parte de la incorporacion de aceite esencial durante la extraccion. El
exprimido en la industria lleva implicito la incorporacién de este aceite
presente en la corteza, lo que supone un aumento de la concentracion
de los mismos en el zumo industrial.

La concentracion de los terpenos en el caso de a-pineno y -
pineno oscila entre 0,1 y 1ppm respectivamente, aumentando en diez
veces su contenido en relacion al zumo exprimido a mano, en el cual el
B-pineno practicamente se detecta a nivel de traza.

El B-mirceno junto con limoneno y valenceno, son los
componentes terpénicos mayoritarios presentes en el aceite esencial
de la naranja. La concentracibn de mirceno no presenta cambios
significativos durante los meses de enero, abril y mayo, lo que no
ocurre en el caso del valenceno, componente que aumenta su
concentracion a medida que aumenta el indice de madurez de la

naranja.
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Un dato a constatar es la diferencia de concentracion existente
entre el limoneno detectado en el zumo industrial y el detectado en el
exprimido a mano. En este primer caso la concentracién resulta ser 4
veces superior como consecuencia de la incorporacion de aceite
esencial procedente de la corteza durante en el equipo de extraccion.

Sabineno, a-felandreno, As-careno, a-terpineno, cariofileno y a-
humuleno, son componentes minoritarios en el aroma del zumo de
naranja. El a-felandreno no se detecta en nuestras muestras, y las
concentraciones de a-terpineno, cariofileno, a-humuleno y sabineno no

superan en ninguna ocasion las 0,1 ppm.

Esteres y Cetonas.- Los ésteres son considerados como los
contribuyentes al desarrollo del “top-note” en el aroma de los citricos,
en especial, acetato de etilo y butiratos de metilo y etilo (Aractander,
1969).

Dadas las caracteristicas del método de extraccién de los
componentes volatiles, el acetato de etilo no se recupera, con lo cual
en ninguna de las muestras estudiadas lo detectamos.

En relacién a los butiratos de metilo y etilo su presencia es
bastante escasa, detectandose el butirato de metilo unicamente en las
muestras correspondientes al mes de abril con un nivel de
concentracion de 0,04 ppm.

La comparacién de las concentraciones detectadas en el zumo de
naranja exprimido a mano y el industrial, muestra la presencia de este
componente en el zumo fresco recién exprimido en concentracion
superior respecto a la determinada en el zumo pasteurizado, lo cual
demuestra el importante papel de estos componentes en el aroma
fresco de la naranja, deteriorado por el procesamiento industrial.

Los ésteres de mayor peso molecular procedentes de la corteza
de la naranja, se detectan en concentraciones muy pequefias, siendo
en algunos casos no determinada su presencia, como los acetatos de

octilo y nerilo y el antranilato de etilo.
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En relacién a las cetonas, unicamente destacamos la presencia
de etil-vinil-cetona, como componente de mayor volatilidad presente en
el aroma de la naranja; su concentracién oscila entre 0,6 y 0,9 ppm
durante los meses de enero y abril, no encontrandose en el mes de
mayo. La carvona -cetona de menor volatilidad e indice de degradacion
del zumo por efecto de la temperatura- no se detecta en las muestras
procesadas durante el mes de enero, pero durante los meses de abril y
mayo, ser registran en concentraciones que oscilan entre 0,4 y 0,12
ppm, superior a veces a la concentracion de otros componentes

caracteristicos del aroma frutal del zumo de naranja.

IV.3.1.3.- Analisis estadistico

El analisis estadistico de los datos obtenidos en ambos tipos de
zumo se lleva a cabo mediante un andlisis de varianza simple (test de
homogeneidad de medias de Scheefe, p<0,05). Los resultados
obtenidos quedan reflejados en la Tabla 1V.3.1.-3. Los valores
recogidos en la Tabla representan la media de cada uno de estos
grupos considerando el total de la muestras de zumo analizadas
durante los meses de enero, abril y mayo.

Esto corrobora los resultados anteriormente comentados. Los
datos que mejor reflejan las diferencias aromaticas existentes entre un
zumo exprimido a mano y un zumo industrial determinados por la
técnica SDE son los correspondientes a la incorporacion de aceite
esencial de la corteza de la naranja, rico en d-limoneno, durante el

proceso de extraccion del zumo.
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Tabla 1V.3.1.-3. ANALISIS DE VARIANZA SIMPLE. ZUMO EXPRIMIDO A

MANO- ZUMO PASTEURIZADO EN SDE.

ALDEHIDOS ALCOHOLES H. TERPENICOS CETONAS ESTERES
ZUMO EXPR. | 2,07 +1,51° 1,41 +1,23° 47,62 + 25,517 1,65+2,01° 0,09+0,11°
ZUMO PAST. | 175+1,06° 4,74+141° 190,70 + 72,14° 0,71+0,79° 0,15+0,12°

Los valores de las medias con indices distintos muestran diferencias significativas entre si, con un

nivel de significacion de p< 0.05

IV.3.2.- Componentes volatiles. HS-SPME

El aroma del zumo fresco de la naranja esta constituido por una
mezcla compleja de componentes volatiles y en cantidades muy
variables. Los métodos de extraccion y/o recuperacion de los
componentes volatiles tradicionalmente empleados resultan ser poco
precisos, lo que hace extremadamente dificil obtener una informacién
cuantitativa exacta de los constituyentes que conforman el aroma.

En base a esto resulta necesario la aplicacion de una técnica mas
rapida y simple que elimine estos problemas. La microextraccion en
fase solida constituye un novedoso método analitico que ayuda a
simplificar estos problemas y puede ser aplicada en la deteccién de
componentes volatiles en espacio de cabeza en zumos citricos tal
como sugiere Zhang et al. en su estudio previo de 1994.

En este apartado estudiamos la composicion en componentes
volatiles en espacio de cabeza de muestras de zumo de naranja
mediante SPME, aplicando dos tipos distintos de recubrimiento
polimérico, uno de naturaleza apolar PDMS y otro de naturaleza polar
PA., ensayados en la optimizacion del método de analisis. Con el
estudio comparado del analisis cualitativo y cuantitativo, utilizando
estos dos recubrimientos en la fibra, pretendemos valorar diferencias

en la composicién en componentes volatiles del espacio de cabeza de
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los zumos de naranja exprimidos a mano y los de procedencia

industrial (zumo pasteurizado).

IV.3.2.1.- Zumo de naranja exprimido a mano.

Al igual que en el caso de los componentes volatiles totales, para
facilitar el estudio de la fraccion aromatica presente en el espacio de
cabeza comentamos los componentes en base a su naturaleza

quimica.

IV.3.2.1.1.- Extraccién mediante PDMS

Los resultados obtenidos de estos analisis quedan reflejados en la
Tabla 1V.3.2.1.-1. Una visidn general, a nivel cualitativo de los
resultados obtenidos mediante esta técnica refleja que, en gran
medida, los compuestos detectados son mas numerosos que los

encontrados mediante SDE.

Aldehidos.- Dadas las caracteristicas que definen el método y
teniendo en cuenta la volatilidad de los componentes, destacamos que
a nivel cuantitativo la extraccion queda favorecida para aquellos
componentes de elevada volatilidad y polaridad media.

Destaca que, al igual que en al analisis de componentes volatiles
totales por SDE los aldehidos mayoritarios detectados son
valeraldehido y hexanal con concentraciones en el espacio de cabeza

que oscilan entre 0,1 ppmy 1ppm.
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Tabla 1V.3.2.1.-1.- COMPONENTES VOLATILES EN ZUMO DE NARANJA

EXPRIMIDO A MANO. HS-SPME (PDMS).

Componentes (mg/Kg)

Naranja exprimida

Enero Abril Mayo
Acetaldehido N.D 0,020 + 0,028 N.D.
Etanol 0,105+0,181 0,284 +0,635 0,392 + 0,491
Acetona 39,049 + 13,930 24,616 £ 8,919 45,878 + 11,924
Metil-vinil-cetona 13,976 + 24,208 1,378 + 3,081 N.D.
Acetato de etilo 0,530+ 0,468 0,907 +0,302 0,863 + 0,587
1-Butanol N.D. N.D. N.D.
1-Penten-3-ol N.D. 0,061 +£ 0,136 N.D.
Etil-vinil-cetona 2,437 +£1,732 0,864 +0,721 2,209 + 1,819
Valeraldehido+2 Pentanol 0,231+0,130 0,146+0,095 0,280 + 0,305
Butirato de metilo 0,023 +£0,022 0,030+0,034 0,065 + 0,098
3-metil-1-Butanol 0,130 + 0,225 N.D. 0,386 + 0,533
Hexanal+Butirato de etilo 0,988 +0,292 1,042+0,626 0,647 +£0,215
Furfural N.D. N.D. N.D.
Trans-2-Hexenal 0,013+0,023 0,084 +0,046 0,038 0,034
Trans-2-Hexen 1-ol N.D. 0,037 £0,052 0,015+ 0,031
a-Pineno 0,092 +£0,046 0,073+0,022 0,077 + 0,021
1-Heptanol 0,051 +0,048 0,032+0,011 0,055+ 0,028
Sabineno 0,031 +£0,023 0,040+0,031 0,023 + 0,006
p-Pineno 0,006 £ 0,001 0,004 +0,001 0,006 + 0,003
B-Mirceno 0,172+0,071 0,131+0,041 0,130 + 0,024
Octanal 0,024 £0,003 0,026 +0,019 0,028 + 0,028
a-Felandreno 0,056 + 0,048 0,022 +0,028 0,024 + 0,027
As;-Careno 0,011+£0,012 0,004 +0,002 0,003 + 0,001
a-Terpineno 0,294 + 0,188 0,187 + 0,048 0,260 + 0,102
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Limoneno
v-Terpineno
Octanol

Linalol

Nonanal

Citronelal
Terpinen-4-ol
a-Terpineol
Decanal

Acetato de Octilo
Nerol+Citronelol
Carveol

Neral

Carvona
Geraniol+Acetato de linalilo
Geranial
Perialdehido
Undecanal

Acet. terpenilo + Acet. citronelilo
Acet. nerilo

Acet. geranilo
Dodecanal
Antranilato de etilo
Cariofileno
a-Humuleno
Dodecanol

Valenceno

12,313 + 5,497
0,123 +0,075
0,047 £ 0,014
0,103 £ 0,019
0,011 +0,009
0,003 + 0,001
0,084 + 0,069
0,106 + 0,096
0,015+ 0,011
0,001 £ 0,002
0,341 + 0,587
N.D.
0,006 + 0,011
0,166 £ 0,238
0,017 + 0,028
0,002 + 0,002
0,002 + 0,004
0,001+0
0,003 + 0,001
0,004 + 0,001
0,002 + 0,0007
0,007 + 0,005
N.D.
0,023 £ 0,026
0,001 £ 0,001
0,008 +0,009
0,482 + 0,394

8,369 + 1,808
0,081 + 0,020
0,038 + 0,007
0,058 + 0,029
0,004 + 0,003
0,012 +£ 0,020
0,063 + 0,024
0,146 + 0,056
0,015 + 0,004
0,001 + 0,0008
0,016 + 0,011
N.D.
0,006 + 0,008
0,015+ 0,012
0,003 + 0,005
0,002 + 0,002
0,001 + 0,002
tr
0,002 + 0,002
0,001 + 0,001
0,014 £ 0,016
0,010 + 0,006
0,012 + 0,008
0,006 + 0,006
0,008 + 0,009
0,055 + 0,058
0,832 + 0,664

8,814 + 2,637
0,110+ 0,042
0,063 + 0,022
0,173 £ 0,017
0,006 + 0,005
0,002 + 0,0007
0,077 £ 0,066
0,255 + 0,294
0,010 £ 0,007
tr
0,025 £ 0,009
N.D.
N.D.
0,014 £ 0,008
0,014 £ 0,004
0,007 £ 0,005
0,008 + 0,006
tr
0,002 + 0,001
0,002 + 0,001
0,001 £ 0,001
0,022 + 0,025
0,094 + 0,105
0,004 + 0,005
0,003 + 0,002
0,010 £ 0,005
0,408 + 0,304
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Estudios realizados por Moshonas y Shaw en 1995 de los
componentes volatiles en el espacio de cabeza dinamico del zumo de
naranja exprimido a mano, ofrecen resultados coincidentes. Al igual
que en nuestro caso, detectan cantidades de neral, geranial, octanal y
decanal que oscilan entre 0,01 y 0,04 ppm. Estos componentes han
sido considerados por Shaw (1991) como importantes contribuidores al
aroma del zumo de naranja; sin embargo, concentraciones mas
elevadas de las detectadas no mejoran necesariamente el aroma

fresco del zumo de naranja como aportan los autores arriba citados.

Alcoholes.- Destacamos la deteccion de componentes de elevada
volatilidad, como etanol, 1-penten-3-ol, 3-metil-1-butanol y trans-2-
hexen-1ol, no detectados anteriormente a causa de su elevada
volatilidad y escasa afinidad hacia el hexano.

Etanol, 3.metil-1-butanol, linalol y «-terpineol han sido
encontrados en cantidades muy proximas que oscilan entre 0,4 y 0,1
ppm, pudiendo ser considerados como los alcoholes mayoritarios. 1-
Heptanol, octanol, terpinen-4-ol, geraniol y dodecanol se determinan a
bajas concentraciones, comprendidas entre 0,08 ppm en el caso del
terpinen-4-ol y 0,008 ppm para el dodecanol.

Nisperos-Carriedo y Shaw en su trabajo de 1990 sobre el aroma
en espacio de cabeza del zumo de naranja fresco exprimido a mano,
valoran como componentes alcohdlicos mayoritarios metanol y etanol,
seguido de 3-hexen1-ol linalol y a-terpineol, que son caracteristicos del
aceite esencial de la naranja y son determinados solo a nivel de
componentes traza.

En 1994 Moshonas y Shaw realizan un estudio similar con

resultados muy proximos a los anteriormente descritos.
Las diferencias de resultados obtenidos por nosotros tendria su

justificacién en el hecho de que el zumo extraido a mano procede de

naranjas completas, a las que no le han sido separadas las glandulas
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Componentes voldtiles en zumo de naranja

oleiferas, que contienen el aceite esencial, mediante pelado de la
totalidad del flavedo y gran parte del albedo, por lo que la introduccion
de aceite esencial del mismo resulta inevitable, haciendo aumentar el
contenido de algunos componentes; Moshonas y Shaw (1994) refieren
que se duplican algunos, como los compuestos terpénicos en general.
Ademas también ha de considerarse el hecho de trabajar con métodos
distintos, ya que estos autores utilizan el estudio de los componentes
volatiles en espacio de cabeza dinamico, frente al sistema de equilibrio

quimico entre fases utilizado en este estudio.

Hidrocarburos terpénicos.- La extraccion de terpenos mediante
PDMS, segun las caracteristicas que definen a este recubrimiento
polimérico, queda bastante favorecida con relacion al resto de
componentes analizados.

De los componentes estudiados resultan ser mayoritarios
limoneno, valenceno, a-terpineno y mirceno. En relacidén al resto de
componentes todos ellos son detectados en concentraciones por
debajo de 0,1 ppm.

Las cantidades determinadas por otros autores como Nisperos-
Carriedo y Shaw (1990), Moshonas y Shaw (1994 y 1995), superan en
gran medida a las detectadas en nuestros analisis debido a los

diferentes métodos de extraccion.

Esteres y Cetonas.- Con relacion a estos constituyentes,
destacamos la presencia de acetona, metil-vinil-cetona, etil-vinil-cetona
y carvona, no detectados en su totalidad mediante la técnica de
recuperacion de volatiles totales por SDE como consecuencia de su
elevada volatilidad.

Asi mismo resulta interesante resaltar la elevada concentracion a
la que es detectada la acetona. Este componente no ha sido analizado
ampliamente por otros autores en el estudio de componentes volatiles

en espacio de cabeza con muestras de zumo de naranja.
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IV.3.2.1.2.- Extracciéon mediante PA

Un estudio paralelo de la composicién de componentes volatiles
en el espacio de cabeza del zumo de naranja exprimido a mano se ha
realizado empleando fibra recubierta de poliacrilato.

Este recubrimiento se caracteriza por su especificidad hacia
componentes de elevada polaridad y volatilidad, de tal forma que los
resultados obtenidos cualitativamente deberian ser similares a los
detectados mediante la extraccion con polidimetilsiloxano, aunque el
resultado del analisis cuantitativo no se reproduzca.

En este caso, los resultados de la extraccion quedan reflejados en
la Tabla [1V.3.2.1.-2, que permite su confrontacion con las
determinaciones correspondiente a la fibora de PDMS (Tabla IV.3.2.1.-
1).

El estudio comparado de los componentes retenidos en ambos
recubrimientos poliméricos, nos lleva a destacar la ausencia de etanol y
metil.vinil-cetona en la extraccion con PA, frente a la deteccion de 1-

butanol y dodecanol que no fueron detectados con PDMS.

Aldehidos.- En la mayoria de los casos son todos ellos valorados
en concentraciones proximas en ambos recubrimientos poliméricos.
Destacar el hecho del acetaldehido, unicamente detectado mediante
PDMS en las muestras correspondientes al mes de abril, y decanal que
resulta ser determinado en mayor concentracidn en la extraccion con
PA. Aldehidos como hexanal, trans-2-hexenal, octanal y neral son

detectados en mayor proporcién mediante PDMS.

Alcoholes.- Con excepcion de etanol y 1-penten-3-ol, que no se
determinan en la extraccion con PA, el resto de los alcoholes
considerados se extraen en concentraciones menores en relacion a la

determinacién con PDMS.
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Componentes voldtiles en zumo de naranja

Hidrocarburos terpénicos.- Dada su naturaleza de baja polaridad y
volatilidad, deberian ser recuperados en mayor concentracion mediante
PDMS. Los componentes mayoritarios presentes en el aceite esencial
de la naranja, caso de mirceno, limoneno, As-careno, cariofileno, a-
humuleno y valenceno, son detectados en concentraciones proximas
en ambos recubrimientos poliméricos. El resto de componentes
terpénicos, entre los que destacamos a y B-pineno y a y y-terpineno,
son extraidos en mayor proporcion con el recubrimiento apolar, como

cabria esperar.

Esteres y Cetonas.- Los ésteres de mayor volatilidad, como
acetato de etilo y butirato de metilo, se detectan en menor
concentracion por la extraccion con PA; de igual forma ocurre con las
cetonas metil-vinil-cetona y etil-vinil-cetona. Todos estos componentes,
segun lo afirmado por numerosos autores entre los que destaca
Arctander (1969), son considerados como los responsables del aroma

frutal del zumo.

De todo ello, podemos concluir que la determinacion de
componentes volatiles en espacio de cabeza en el zumo fresco de la
naranja queda favorecida con el empleo de PDMS como recubrimiento
polimérico del sistema de SPME, frente al polimero PA de caracter

polar.

211



Tabla. IV.3.2.1.-2.- COMPONENTES VOLATILES EN ZUMO EXPRIMIDO A
MANO. HS-SPME. (PA).

Componentes (mg/Kg) Naranja Exprimida

Enero Abril Mayo
Acetaldehido N.D. N.D. N.D.
Etanol N.D. N.D. N.D.
Acetona 181,487+ 42,206 239,793 + 91,077 189,245 + 84,690
Metil-vinil-cetona N.D. N.D. N.D.
Acetato de etilo 0,535 + 0,553 0,170 £ 0,341 0,498 + 0,419
1-Butanol 0,203 + 0,323 0,042 + 0,084 N.D.
1-Penten-3-ol N.D. N.D. N.D.
Etil-vinil-cetona 0,337 +£ 0,562 0,449 + 0,529 0,194 + 0,171
Valeraldehido+2 Pentanol 0,068 + 0,119 0,149+ 0,175 0,220 + 0,204
Butirato de metilo 0,009 + 0,016 0,028 + 0,057 0,011 +£0,018
3-metil-1-Butanol 0,170 + 0,158 0,391 +£ 0,532 0,476 £ 0,338
Hexanal+Butirato de etilo 0,754 + 0,194 0,679 + 0,501 0,269 + 0,084
Furfural N.D. N.D. N.D.
Trans-2-Hexenal 0,007 + 0,012 0,026 + 0,030 0,020 £ 0,019
Trans-2-Hexen 1-ol 0,028 + 0,048 0,017 £ 0,030 0,044 + 0,036
a-Pineno 0,06 + 0,035 0,029 + 0.008 0,042 + 0,027
1-Heptanol 0,001 + 0,001 0,003 £ 0,005 0,001 £ 0,001
Sabineno 0,008 + 0,008 0,010 + 0,009 0,013 +£0,017
B-Pineno 0,002 + 0,002 0,002 + 0,002 0,003 + 0,004
B-Mirceno 0,179 £ 0,081 0,084 + 0,018 0,123 £ 0,070
Octanal 0,019 + 0,017 0,013 £ 0, 0069 0,002 + 0,003
a-Felandreno 0,012 + 0,006 0,006 + 0,011 0,042 +0,027
As;-Careno 0,012+ 0,013 0,002 + 0,002 0,001 £ 0,001
a-Terpineno 0,015 £ 0,008 0,011 £ 0,001 0,028 £ 0,013
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Componentes voldtiles en zumo de naranja

Limoneno
y-Terpineno
Octanol

Linalol

Nonanal
Citronelal
Terpinen-4-ol
a-Terpineol
Decanal

Acetato de octilo
Nerol+Citronelol

Carveol

Neral

Carvona

Geraniol+Acetato de linalilo
Geranial

Perialdehido

Undecanal

Acet. terpenilo + Acet. citronelilo
Acet. nerilo

Acet. geranilo

Dodecanal

Antranilato de etilo
Cariofileno

a-Humuleno

Dodecanol

Valenceno

11,612 + 5,197

0,010 + 0,004
0,016 £ 0,009
0,032 £ 0,001
0,017 £ 0,009
0,002 + 0,001
0,055 + 0,034
0,048 + 0,054
0,032 + 0,022
0,003 + 0,004
0,005 + 0,0005
N.D.
0,003 £ 0,005
0,044 + 0,006
0,008 + 0,001
0,008 £ 0,011
0,013 £ 0,006
0,044 £ 0,074
0,001 + 0,002
0,003 £ 0,001
0,002 + 0,0005
0,013 +£0,012
0,006 + 0,010
0,01 £ 0,006
0,002 + 0,002
0,012+ 0,017
0,598 + 0,492

5477 £1,192
0,007 + 0,0005
0,007 + 0,005
0,019 + 0,008
0,014 + 0,007
0,001 £ 0,0004
0,026 + 0,002
0,018 £ 0,002
0,023 + 0,003
0,001 £ 0,0009
0,003 + 0,001

N.D.

N.D.
0,027 + 0,011
0,014 £ 0,023

N.D.
0,002 + 0,003
0,001 + 0,001

N.D.
0,001 £ 0,001
0,0007 + 0,001
0,009 + 0,004

N.D.
0,009 + 0,005
0,008 + 0,007
0,023 + 0,024
0,889 + 0,804

8,166 + 4,666
0,017 £ 0,010
0,037 £ 0,012
0,054 + 0,005
0,013 £ 0,006
0,001 + 0,001
0,069 + 0,038
0,131 +0,183
0,021 + 0,007
0,003 + 0,002
0,011 £ 0,0005

N.D.

N.D.
0,024 + 0,006
0,015+ 0,003
0,063 + 0,102
0,010 + 0,008
0,002 + 0,002
0,001 + 0,0007
0,001 £ 0,0005
0,001 + 0,0004
0,006 + 0,002

N.D.
0,009 + 0,002
0,002 + 0,0005
0,013 £ 0,007
0,424 £ 0,245
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IV.3.2.2.- Zumo de naranja comercial

El analisis de componentes volatiles en espacio de cabeza en
zumo pasteurizado se ha llevado a cabo de igual forma que en el caso
anterior, mediante la aplicacion de los dos tipos de recubrimiento
polimérico, PDMS y PA.

IV.3.2.2.1.- Extraccién mediante PDMS

Los componentes detectados mediante el empleo de PDMS
quedan especificados en la Tabla 1V.3.2.2.-1.

Los resultados obtenidos muestran que a nivel cualitativo las
diferencias existentes entre el zumo exprimido a mano y el zumo
pasteurizado, son debidas a las pérdidas de los componentes de mayor
volatilidad. La mayor parte de este descenso en la concentracion de
volatiles, tiene lugar durante las etapas del procesamiento industrial.
Asi, no son detectados etanol, metil-vinil-cetona y butirato de metilo,
siendo este ultimo considerado como un importante contribuidor al
aroma fresco de la naranja. También hemos de destacar la deteccion
de dos componentes oxigenados no identificados en el zumo de
naranja exprimido a mano; estos son carveol y undecanal, que
aparecen como componentes minoritarios en el aceite esencial de la

naranja que tienen una volatilidad intermedia.

Aldehidos.- En el caso de aldehidos, el acetaldehido considerado
por un gran numero de autores como uno de los componentes
mayoritarios en el zumo fresco de naranja, se detecta unicamente en
las muestras correspondientes al mes de abril. Su contenido es
bastante similar en ambos tipos de zumo y se encuentra a una

concentracion bastante pequena, préxima a 0,02 ppm.
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Componentes voldtiles en zumo de naranja

También hemos de resaltar las diferencias existentes entre los
contenidos de valeraldehido, hexanal y trans-2-hexanal, este ultimo no
detectado en las muestras de zumo tratado en la industria.

Al contrario, el resto de aldehidos identificados, a excepcion de
neral y geranial, estan presentes en cantidades superiores en el zumo
de procedencia industrial como consecuencia de la incorporacion de
aceite esencial durante la etapa de exprimido del mismo.

Nisperos-Carriedo y Shaw (1990), sobre compuestos volatiles del
espacio de cabeza en zumo exprimido a mano y zumo pasteurizado,
demuestran que en el caso de aldehidos el acetaldehido presente en el
zumo pasteurizado es bastante inferior al detectado en zumo fresco.
No obstante, en los casos de hexanal y octanal los resultados que
determinan estos autores no coinciden con los encontrados en nuestro
estudio, ya que la concentracion de estos componentes en el zumo
pasteurizado es superior a la detectada en el zumo fresco. Este
resultado aboga por que las condiciones de pasteurizacion empleadas
en estos zumos han sido mas suaves que las aplicadas a los zumos
que abordamos en nuestro estudio, lo cual supone una menor pérdida
de componentes procedentes del aceite esencial incorporado al zumo

durante el proceso de extraccion.

Alcoholes.- Como se ha comentado anteriormente, etanol y trans-
2-hexen-1-ol no son detectados en el zumo pasteurizado. El resto de
alcoholes entre los que se incluyen 1-heptanol, octanol, linalol,
terpinen-4-ol, a-terpineol, carveol, geraniol y dodecanol se determinan
en niveles de concentraciones muy superiores, en ocasiones casi 10
veces mayores a las que se detectan en el zumo exprimido a mano.

Nisperos-Carriedo y Shaw (1990), detectan metanol y etanol en
ambas modalidades de zumo, destacando en ambos casos una

disminucion importante en el contenido en el zumo pasteurizado.
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Tabla 1V.3.2.2.-1.- COMPONENTES VOLATILES EN ZUMO DE NARANJA
PASTEURIZADO. HS-SPME (PDMS).

Componentes (mg/Kg) Zumo Pasteurizado

Enero Abril Mayo
Acetaldehido N.D. 0,023 + 0,040 N.D.
Etanol N.D. N.D. N.D.
Acetona 21,800 + 8,227 18,383 £ 9,005 33,022 + 8,852
Metil-vinil-cetona N.D. 0,933 + 1,616 N.D.
Acetato de etilo 0,991+ 1,401 1,500+ 2,598 0,393 £ 0,555
1-Butanol N.D. N.D. N.D.
1-Penten-3-ol N.D. N.D. N.D.
Etil-vinil-cetona 1,353+0,731 1,191+1,881 1,147 + 0,016
Valeraldehido+2 Pentanol 0,137 £ 0,055 0,258 +0,227 0,200 + 0,028
Butirato de metilo N.D. N.D. N.D.
3-metil-1-Butanol N.D. N.D. 0,120+ 0,170
Hexanal+Butirato de etilo 0,041 + 0,0003 0,086 + 0,047 0,055 +0,012
Furfural N.D. N.D. N.D.
Trans-2-Hexenal 0,005 + 0,008 N.D. N.D.
Trans-2-Hexen 1-ol N.D. N.D. N.D.
a-Pineno 0,414+ 0,091 0,583 +0,339 0,499 + 0,065
1-Heptanol 0,129+ 0,104 0,192 +0,113 0,251 + 0,0007
Sabineno 0,053 +0,024 0,116 + 0,042 0,070 + 0,034
B-Pineno 0,052 £ 0,030 0,054 +0,011 0,080 + 0,037
B-Mirceno 0,731+0,197 0,979+0,488 0,781 + 0,081
Octanal 0,045+ 0,051 0,206 + 0,343 0,007 + 0,004
a-Felandreno 0,239 +0,142 0,206 + 0,189 0,301 £ 0,044
As;-Careno 0,037 £ 0,031 0,030+0,013 0,017 + 0,001
a-Terpineno 1,062 £ 0,162 1,524 + 0,393 1,216 + 0,230
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Limoneno
y-Terpineno
Octanol

Linalol

Nonanal

Citronelal
Terpinen-4-ol
a-Terpineol
Decanal

Acetato de octilo
Nerol+Citronelol
Carveol

Neral

Carvona
Geraniol+Acetato de linalilo
Geranial
Perialdehido
Undecanal

Acet. terpenilo + Acet. citronelilo
Acet. nerilo

Acet. geranilo
Dodecanal
Antranilato de etilo
Cariofileno
a-Humuleno
Dodecanol

Valenceno

34,220 £ 6,632 33,554 + 16,814 35,145 £+ 2,961

0,502 + 0,073
0,341 £ 0,053
0,957 £ 0,140
0,021 + 0,006
0,003 + 0,001
0,671 +0,126
0,845 + 0,038
0,085+ 0,010
0,003 + 0,001
0,105 + 0,027
0,013+ 0,019
0,001 + 0,001
0,047 £ 0,0045
0,098 + 0,007
0,017 + 0,001
0,015 + 0,004
0,005 + 0,0002
0,003 + 0,001
0,008 + 0,0004
0,014 + 0,002
0,029 + 0,0002
N.D.
0,091 £ 0,112
0,005 + 0,001
0,015 + 0,005
0,281 + 0,100

0,707 + 0,166
0,420 £ 0,044
1,091 £ 0,395
0,019 + 0,007
0,006 + 0,002
0,648 + 0,215
0,704 + 0,492
0,072 + 0,063
0,005+ 0,019
0,142 + 0,044
0,013 £ 0,023
0,003 + 0,001
0,075+ 0,035
0,103 + 0,026
0,023 + 0,011
0,024 + 0,004
0,006 + 0,002
0,010 £ 0,002
0,008 + 0,001
0,008 + 0,001
0,033 + 0,009
0,043 + 0,068
0,010 + 0,006
0,007 + 0,001
0,031 £ 0,013
0,625 + 0,291

0,543 £ 0,127
0,481 + 0,001
0,897 £0,193
0,015 + 0,0007
0,004 +0
0,481 £ 0,075
1,005 £ 0,084
0,083 £ 0,010
0,004 + 0,0008
0,151 £ 0,011
0,039 £ 0,003
0,002 + 0,0003
0,086 + 0,002
0,153 £ 0,046
0,052 + 0,032
0,030 £ 0,021
0,005 + 0,0007
0,011 + 0,002
0,007 + 0,0001
0,008 + 0,002
0,018 £0,019
0,191 £ 0,248
0,012 + 0,016
0,010 £ 0,001
0,030 £ 0,039
1,442 £ 0,346
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Trans-2-hexen-1o0l identificado en el zumo fresco de igual forma que en
nuestros resultados no se detecta en el zumo pasteurizado.

Linalol y a-terpineol cuantificados a nivel de componentes traza
por los mismos autores en el zumo fresco, no los detectan en el zumo
pasteurizado. Estos resultados contrastan con los aqui determinados
ya que, como se ha comentado anteriormente, se determinan a

concentraciones casi 10 veces superiores en el zumo pasteurizado.

Hidrocarburos terpénicos.- No presentan diferencias cualitativas
entre ambos zumos, aunque si han de destacarse las diferencias a
nivel cuantitativo entre los componentes mayoritarios. B-mirceno y
limoneno duplican su concentracidon en el zumo de procedencia
industrial. EI valenceno también es considerado como un componente
sesquiterpénico bastante abundante en la piel de la naranja. Sin
embargo no se detectan diferencias en el contenido entre ambas
modalidades de zumo. Esto se debe a la importancia de los
coeficientes de reparto de los componentes entre las fases que
conforman el sistema de recuperacion. El valenceno es un componente
de baja volatilidad y elevado peso molecular; la difusién del mismo a
través de la fase acuosa es bastante lenta, por lo que esto es lo que
determina su escasa adsorcion a nivel de la fibra.

Autores como Nisperos-Carriedo y Shaw (1990), encuentran un
disminucién de la concentracion de sabineno y valenceno por efecto de

la pasteurizacién, lo que no sucede con a-pineno y limoneno.

Esteres y Cetonas.- Son detectados en menor concentracion, tal
es el caso de acetona y etil-vinil-cetona. Metil-vinil-cetona y butirato de
metilo no son encontrados, aumentando ligeramente su concentracion
acetato de octilo, nerilo y geranilo junto con antranilato de etilo.

El contenido en ésteres detectado por Nisperos-Carriedo y Shaw
(1990), no es coincidente con nuestros resultados, pues butirato de

metilo no modifica su concentracion tras la pasteurizacion.
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IV.3.2.2.2.- Extraccion mediante PA

El analisis del espacio de cabeza en zumo de naranja
pasteurizado mediante el recubrimiento de PA muestra resultados
similares a los encontrados en el estudio con PDMS. Estos datos
quedan recogidos en la Tabla IV.3.2.2.-3.

El analisis de los componentes volatiles en espacio de cabeza de
zumo pasteurizado no presenta diferencias importantes a nivel
cualitativo con el estudiado sobre el zumo de naranja exprimido a
mano.

Agrupando los componentes de igual grupo funcional se

comentan a continuacion los resultados determinados.

Aldehidos.- Destacamos que no se detecta acetaldehido en
ninguno de los dos zumos analizados mediante PA.

Valeraldehido no presenta modificaciones importantes de
contenido en zumo fresco y zumo pasteurizado y el mismo
comportamiento se observa en el trans-2-hexenal. Estos resultados no
coinciden con los anteriormente expuestos para PDMS, donde se ha
detallado que los contenidos en valeraldehido y trans-2-hexenal
disminuyen en gran medida en el zumo pasteurizado.

Hexanal reduce su concentracion a la décima parte. El resto de
aldehidos presentan una concentracion mas elevada en el zumo
pasteurizado como consecuencia de la incorporacién de aceite esencial

de la corteza en las maquinas extractoras.
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Tabla 1V.3.2.2.-3.- COMPONENTES VOLATILES EN ZUMO DE NARANJA
PASTEURIZADO HS-SPME. EMPLEO DE PA.

Componentes (mg/kg) Zumo Pasteurizado

Enero Abril Mayo
Acetaldehido N.D. N.D. N.D.
Etanol 3,225 + 4,561 2,367 + 4,099 N.D.
Acetona 138,086 + 32,835 195,713 + 85,080 179,212 + 36,529
Metil-vinil-cetona 1,982 + 2,803 N.D. N.D.
Acetato de etilo N.D. N.D. 0,197 + 0,278
1-Butanol 0,212 £ 0,300 N.D. N.D.
1-Penten-3-ol N.D. N.D. N.D.
Etil-vinil-cetona 1,004 £ 0,238 0,456 + 0,609 0,047 + 0,066
Valeraldehido+2 Pentanol N.D. 0,163+ 0,173 0,395 + 0,3005
Butirato de metilo N.D. N.D. N.D.
3-metil-1-Butanol N.D. 0,317 £ 0,122 0,327 £ 0.088
Hexanal+Butirato de etilo 0,055+ 0,017 0,082 £ 0,033 0,089 + 0.041
Furfural N.D. N.D. N.D.
Trans-2-Hexenal 0,028 + 0,001 0,062 + 0,046 0,185+ 0,137
Trans-2-Hexen 1-ol 0,087 + 0,057 0,154 + 0,071 0,298 + 0,197
a-Pineno 0,327 £ 0,127 0,277 £ 0,057 0,278 + 0,022
1-Heptanol 0,008 + 0,002 0,006 + 0,002 0,009 + 0,005
Sabineno 0,045 + 0,057 0,044 + 0,005 0,021 +£0.013
B-Pineno 0,074 £ 0,011 0,057 £ 0,012 0,065 + 0,026
B-Mirceno 0,864 + 0,344 0,780 £ 0,161 0,683 £ 0,051
Octanal 0,052 + 0,041 0,029 £ 0,012 0,022 + 0,001
a-Felandreno 0,119 £ 0,141 0,161 + 0,041 0,188 + 0,007
As-Careno 0,093 + 0,002 0,045 £ 0,015 0,051 + 0,004
a-Terpineno 0,109 + 0,058 0,114 £ 0,016 0,131 £0,002
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Limoneno
y-Terpineno
Octanol

Linalol

Nonanal

Citronelal
Terpinen-4-ol
a-Terpineol
Decanal

Acetato de octilo
Nerol+Citronelol
Carveol

Neral

Carvona
Geraniol+Acetato de linalilo
Geranial
Perialdehido
Undecanal

Acet. Terpenilo + Acet. citronelilo
Acet. nerilo

Acet. geranilo
Dodecanal
Antranilato de etilo
Cariofileno
a-Humuleno
Dodecanol

Valenceno

0,097 £ 0,027
0,218 + 0,041

0,322 £ 0,013
0,036 +0,001

0,003+0

0,490 + 0,110
0,446 + 0,034
0,161 + 0,009
0,008 + 0,001

0,059 + 0,009
0,238 + 0,237
0,002 + 0,0001
0,083 + 0,019
0,101 £ 0,017
0,029 + 0,004
0,039 + 0,006
0,009 + 0,001

0,004 + 0,001

0,007 + 0,0004
0,011 + 0,003
0,040 + 0,0004
0,009 + 0,012
0,014 + 0,002
0,007 +0,0003
0,014 + 0,0008
0,422 + 0,051

0,099 + 0,018
0,264 + 0,025
0,435+ 0,163
0,042 + 0,013
0,005 + 0,001
0,525 + 0,151
0,558 + 0,063
0,177 £ 0,057
0,011 £ 0,003
0,081 £ 0,024
0,052 + 0,062
0,001 £ 0,001
0,095 + 0,042
0,095 + 0,012
0,027 + 0,003
0,044 + 0,029
0,006 + 0,006
0,007 + 0,001
0,007 + 0,001
0,009 + 0,001
0,039 + 0,008
N.D.
0,018 + 0,004
0,009 + 0,001
0,022 + 0,011
0,740 £ 0,357

37,430 £ 10,793 36,384 £4,442 32,405 + 1,426

0,091 + 0,004
0,345 + 0,047
0,307 + 0,089
0,032 + 0,003
0,003 £ 0,0005
0,354 + 0,091
0,496 + 0,006
0,162 + 0,005
0,01 £ 0,002
0,097 £ 0,113
0,085 + 0,003
0,002 + 0,0002
0,112 + 0,008
0,103 £ 0,012
0,046 + 0,001
0,038 + 0,005
0,009 + 0,001
0,007 + 0,001
0,005 £ 0,0005
0,006 + 0,0004
0,033 + 0,008
N.D.
0,019 £+ 0,001
0,011 + 0,001
0,043 + 0,001
1,428 + 0,035
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Alcoholes.- Etanol y carveol son detectados unicamente mediante
PA en el zumo pasteurizado. Este dato es inverso al encontrado en la
extraccion con PDMS, donde el etanol unicamente es detectado en el
zumo de naranja exprimido a mano. Esto explica la importancia de la
naturaleza del recubrimiento polimérico en la extraccion mediante
SPME.

Las interacciones entre componentes, asi como las afinidades
de los mismos hacia el recubrimiento determinan la mayor o menor
adsorcion de cada uno de ellos en la fibra.

Un grupo de alcoholes, 1-butanol, 3-metil-1-butanol y dodecanol
destacan por presentar un comportamiento préximo de adsorcion en
ambos tipos de zumo.

El resto de componentes de naturaleza alcohdlica se determinan

en mayor concentracion en el zumo pasteurizado.

Hidrocarburos Terpénicos.- Los componentes terpénicos en el
espacio de cabeza del zumo pasteurizado aumentan su concentracion
con relacion al zumo exprimido a mano salvo la excepcion de
valenceno, ya que este componente es detectado practicamente al

mismo nivel de concentracion en ambos tipos de zumo.

Esteres y cetonas.- El comportamiento de extraccién de estos
componentes mediante PA en el zumo pasteurizado difiere del
detectado mediante PDMS. Tal es el caso de acetato de etilo y butirato
de metilo, componentes no detectados en el zumo de naranja
pasteurizado. El resto de ésteres estudiados aumentan su
concentracion en relacién al zumo de naranja exprimido a mano, a
excepcion de antranilato de etilo para el que no son encuentran

diferencias en ambas variedades de zumo.
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En relacion a las cetonas, la acetona no presenta modificaciones
en la cantidad adsorbida mediante PA. Metil-vinil-cetona se detecta
unicamente en el zumo pasteurizado de las muestras correspondientes
al mes de enero. El resto de cetonas aumentan su concentracion en el

zumo pasteurizado.

IV.3.2.3.- Analisis estadistico

Mediante el estudio estadistico de los datos obtenidos en la
extracciéon, empleando el andlisis de varianza simple (test de
homogeneidad de medias de Scheefe, p< 0,05), se determinan las
diferencias estadisticamente significativas entre los datos de las
concentraciones medias en espacio de cabeza del zumo exprimido a
mano y el zumo pasteurizado, asi como las diferencias debidas a la
aplicacién de las dos fibras, PDMS y PA, en la valoracién de

componentes volatiles en los dos tipos de zumo considerados.

IV.3.2.3.1.- Extraccion mediante PDMS

La Tabla IV.3.2.3.-1, refleja las diferencias significativas existentes
entre el contenido en componentes volatiles agrupados en base a su
naturaleza quimica del zumo de naranja exprimido a mano y el zumo
pasteurizado.

Se determinan diferencias significativas importantes en el
contenido en aldehidos, alcoholes y terpenos, que no se encuentran
entre ésteres y cetonas. Estos resultados comienzan a esbozar la
importancia del procesado industrial sobre la composicién aromatica
del zumo de naranja. En el zumo exprimido a mano la composicion en

aldehidos y cetonas supera en gran medida a la detectada en el zumo
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pasteurizado, frente a la mayor concentracion de hidrocarburos vy

alcoholes terpénicos en los zumos de procedencia industrial.

Tabla 1V.3.2.3.-1. ANALISIS DE VARIANZA SIMPLE. ZUMO EXPRIMIDO A
MANO- ZUMO PASTEURIZADO EN PDMS.

ALDEHIDOS ALCOHOLES H.TERPENICOS ESTERES CETONAS

ZUMO EXP 1,25+0,51° 1,06 +0,10° 10,76 + 3,70° 0,89+ 0,49 41,18 + 22,08°
ZUMO PAST. | 0,58+0,38° 3,37+0,25° 37,83+12,39® 1,14+1,65° 2524 +9,74°

Los valores de las medias con indices distintos muestran diferencias significativas entre si, con un
nivel de significacion de p<0.05.

IV.3.2.3.2. -Extracciéon mediante PA

A nivel cuantitativo, el analisis de varianza simple entre los
resultados obtenidos para ambos tipos de zumo, muestra que
unicamente existen diferencias en el contenido de alcoholes vy

terpenos. segun los resultados reflejados en la Tabla IV.3.2.3.-2.

Tabla IV.3.2.3.-2.- ANALISIS DE VARIANZA SIMPLE. ZUMO EXPRIMIDO A
MANO- ZUMO PASTEURIZADOEN PA.

ALDEHIDOS ALCOHOLES H.TERPENICOS ESTERES CETONAS

ZUMOEXP | 0,84 +0,43% 0,39 +0,46° 9,04 +4,47%° 0,40 +0,43% 264,20 + 128,20°
ZUMO PAST | 0,71+0,32° 2,67 +3,04° 38,02+5,89° 0,14 +0,13% 226,90 + 110,40°

Los valores de las medias con indices distintos muestran diferencias significativas entre si, con un
nivel de significacion de p<0.05
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Si se compara la composicidon aromatica determinada en ambos
tipos de zumo, en el caso de la extraccion con PDMS se encuentran
diferencias significativas en los contenidos de aldehidos, alcoholes y
terpenos frentre a los resultados obtenidos con el empleo de PA, donde
unicamente se observan diferencias en el contenido de alcoholes y
terpenos. De aqui deriva la importancia del empleo de un tipo de fibra u
otro dependiendo de la composicion y naturaleza de la muestra a
estudiar.

Para poder interpretar mejor este hecho pasamos a realizar un
analisis estadistico de los resultados determinados con los dos
recubrimientos poliméricos de la fibra sobre un mismo substrato, ya sea
zumo fresco o pasteurizado.

Los resultados relativos al zumo exprimido en el labortatorio se

expresan en la Tabla 1V.3.2.3.-3.

Tabla IV.3.2.3.-3.-. ANALISIS DE VARIANZA SIMPLE EN ZUMO EXPRIMIDO A
MANO. PA-PDMS

ALDEHIDOS ALCOHOLES H.TERPENICOS ESTERES CETONAS

PA 0,84 +0,42%8  0,39+0,46 9,04 + 4,472 0,40 +0,43% 264,20 + 128,20°
PDMS 1,25+ 0,517 1,06 +0,71° 10,76 + 3,70° 0,89 + 0,49° 41,18 + 22,08°

Los valores de las medias con indices distintos muestran diferencias significativas entre si, con un
nivel de significacion de p< 0.05

Los resultados obtenidos muestran que salvo en los casos de
aldehidos y terpenos, existen diferencias significativas entre las
concentraciones del resto de los componentes del aroma en el espacio

de cabeza del zumo exprimido a mano. Esto sdlo tiene una explicacion
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en base a los diferentes coeficientes de reparto entre los componentes
y el recubrimiento de la fibra.

Considerando el tiempo de exposicidon de cada recubrimiento
polimérico en el espacio de cabeza de las muestras y el tiempo
necesario para alcanzar el equilibrio, podemos deducir que en el caso
de los aldehidos, al ser estos componentes de elevadas volatilidad y
polaridad la afinidad hacia el PA es mayor que hacia el PDMS, por lo
que el tiempo requerido para alcanzar el equilibrio quimico es mayor en
el caso de PA. Esto explica la menor adsorcion de estos componentes,
que no son estadisticamente diferentes como consecuencia de que en
el PDMS al tiempo de exposicion determinado ha sido alcanzado su
tiempo de equilibrio. Si la fibra de PA se mantuviese mas tiempo de
exposicion en el espacio de cabeza, probablemente la adsorcion a nivel
cuantitativo seria mas elevada y podrian apreciarse diferencias
significativas.

Un caso similar ocurre con los terpenos debido a su baja
polaridad y pequeia o media volatilidad. La afinidad de estos
componentes hacia el PDMS es bastante mas elevada.

El zumo de naranja exprimido a mano se caracteriza por
presentar una escasa concentracion en componentes terpénicos.
Dadas las caracteristicas quimicas que definen a estos componentes,
su presencia en el espacio de cabeza del zumo de naranja es minima,
por lo que pequefias cantidades de estos componentes seran
retenidas. Esto explica que en los tiempos de exposicion determinados,
existan pequenas diferencias en las cantidades totales adsorbidas por
ambos recubrimientos poliméricos de SPME.

Otro hecho a destacar es la mayor capacidad de adsorcién de
cetonas por parte del polimero PA. Esto es debido al amplio margen de

deteccion de la acetona adsorbida por este recubrimiento.
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Componentes voldtiles en zumo de naranja

En relacion al zumo de naranja pasteurizado a nivel cuantitativo
las diferencias existentes en las extracciones con ambos

recubrimientos poliméricos quedan recogidas en la tabla 1V.3.2.3.-4.

Tabla 1V.3.2.3.-4.-. ANALISIS DE VARIANZA SIMPLE EN ZUMO
PASTEURIZADO. PA-PDMS

ALDEHIDOS ALCOHOLE H.TERPENICOS ESTERES CETONAS
S
PA 0,71+0,32° 2,67 +3,04° 38,02 +5,88° 0,14 +0,14° 226,90 + 110,40°

PDMS 0,58 +0,38° 3,37 £ 0,25° 37,83 +12,39° 1,14 + 1,65° 25,24 +9,74°

Los valores de las medias con indices distintos muestran diferencias significativas entre si, con un
nivel de significacion de p< 0.05

Estadisticamente se observa que practicamente no existen
diferencias significativas entre la determinacion de compuestos
volatiles en espacio de cabeza mediante ambos recubrimientos
poliméricos. Unicamente destacamos el hecho de las diferencias
encontradas en el contenido en cetonas. Observando las Tablas
IV.3.2.2.-1y IV.3.2.2.-2. de resultados en las que quedan especificadas
las concentraciones de todos los componentes, puede verse que esta
diferencia se debe unica y exclusivamente a la elevada concentracion
de acetona detectada mediante PA, que llega a superar el contenido en
hidrocarburos terpénicos totales; la interaccidén entre la acetona y el PA
justifica este hecho. Las diversas relaciones entre las cantidades de
componente presente en la muestra, retenido y detectado o adsorbido,
conlleva hacia resultados anormales, no coincidentes con la realidad,
ya que no puede existir una concentracion de acetona superior a la de

limoneno en zumo de naranja. Esto conduce hacia la conclusion de que
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el PA no es un polimero apto para la deteccion y cuantificacién de la
acetona.

También puede concluirse que -en caso de que las muestras a
analizar tengan un contenido elevado de los componentes mas
volatiles, como sucede con el zumo de naranja exprimido a mano-,
dadas las diferencias significativas existentes entre ambos tipos de
recubrimiento, la extraccion de volatiles queda favorecida con el
empleo de PDMS.

En el caso de muestras con alto contenido en componentes de
menor volatilidad, estadisticamente no son detectadas diferencias
significativas en cuanto a la composicion cuantitativa, pero si que se
detecta en cuanto a la cualitativa, siendo de nuevo mas adecuado la
aplicacion de PDMS.

Como conclusion general destacamos que la dinamica de
adsorcion de los componentes en ambas fibras es distinta dependiendo
de la naturaleza de los mismos. En base a todo esto, se resalta que
con PDMS el comportamiento global es mas homogéneo, la mayoria
de los componentes alcanzan su punto de equilibrio a los 45 minutos
de exposicién, frente a la variabilidad detectada con PA. Por lo tanto
para estos tipos de zumo, tanto a nivel cualitativo como cuantitativo,
resulta mas adecuada la utilizacion de fibras recubiertas con PDMS
que con PA.

El conjunto de estos resultados coinciden con los expresados por
Boy-Boland et al. (1994), quienes deducen la efectividad del PDMS en
la deteccion de componentes de naturaleza polar y apolar en el analisis
de contaminantes medioambientales.

Considerando los resultados obtenidos en el caso de
componentes volatiles totales (SDE) y en espacio de cabeza mediante
PDMS y PA, deducimos la importancia del método de analisis en el
estudio de los constituyentes volatiles como consecuencia de las

diferentes afinidades de los mismos ya sea hacia el agente extractante
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en la técnica de SDE o como la naturaleza del recubrimiento polimérico
empleado en HS-SPME.

IV.4.- EFECTO DEL PROCESADO INDUSTRIAL SOBRE LOS
COMPONENTES VOLATILES DEL ZUMO.

El aroma esta reconocido como uno de los atributos de calidad
mas importantes de los zumos citricos. Sin aroma un zumo de naranja
no es mas que una solucion azucarada, acidulada,...

El zumo de naranja es uno de los de mayor consumo mundial y
un factor importante que condiciona este hecho es la calidad de su
fraccion aromatica (Shaw, 1994).

El aroma fresco del zumo de naranja puede ser facilmente
modificado por los tratamientos a los que queda sometido durante su
procesado industrial. Por este motivo es importante conocer los
cambios sufridos por el mismo durante las distintas etapas del
procesado, aplicando en base a esto posibles modificaciones que

mejoren en gran medida la calidad de los productos acabados.

En este apartado estudiamos la influencia de las distintas etapas
sobre la composicién de la fraccion aromatica total y en espacio de
cabeza de zumo de naranja, realizando para ello un estudio comparado
entre etapas sucesivas del procesado, centrifugacion, desaireacion y

pasteurizacion.
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IV.4.1.- Efecto de la centrifugacion. Separacion de pulpa fina.

Teniendo en cuenta el esquema de produccion de zumo de
naranja industrial esquematizado en la Figura 1.2., una vez que el zumo
ha sido extraido, este se somete a un proceso de clarificaciéon con la
consiguiente eliminacion de pulpa, pequefios fragmentos de corteza,
semillas, etc...

La clarificacion del zumo se efectua a través de una centrifuga
decantadora de discos. En este tipo de maquina el contenido final de
pulpa del orden del 1-3% en el zumo puede ser facilmente ajustado
segun los requerimientos del mercado.

En base a esto, planteamos a continuacion el estudio del efecto
de la eliminacion de la pulpa fina sobre el contenido en volatiles totales

y en espacio de cabeza en el zumo de naranja refinado.

IV.4.1.1.- Componentes volatiles. SDE

Actualmente los zumos de naranja de procedencia industrial se
caracterizan por presentar un contenido en pulpa comprendido entre un
amplio margen de porcentaje -3 y 15%-, dependiendo de los
requerimientos del mercado.

La eliminacion de la pulpa afecta en gran medida al contenido en
la fraccion aromatica del zumo como consecuencia del reparto
existente de componentes volatiles entre la pulpa y el suero de un
zumo (Radford et al. 1974).

El estudio comparado del contenido en componentes volatiles en
el zumo refinado (10-15% S.l.) —después de exprimir y pasar a través
del finisher- y el zumo centrifugado con un contenido en pulpa inferior
al 3%, puede ser representativo del efecto de la eliminacion de la pulpa

sobre la calidad aromatica del mismo.
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Los resultados obtenidos mediante SDE en ambas modalidades
de zumo quedan representados en las tablas IV.4.1.1.-1y IV.4.1.1.-2.

Al igual que en el estudio de los volatiles totales en zumo de
naranja exprimido a mano y el zumo pasteurizado, la extraccion-
destilacién simultanea no nos permite la detecciéon de componentes de

elevada volatilidad.

Aldehidos.- Estudios realizados por Radford et al., (1974),
muestran la existencia de un reparto de componentes volatiles entre la
pulpa y el suero del zumo, destacando la mayor afinidad de los
componentes oxigenados hacia el suero y de los hidrocarburos hacia la
pulpa. Ademas una separacion de pulpa favorece la identificacion de
componentes oxigenados como consecuencia de la eliminacion de la
barrera que supone la pulpa en la extraccion de componentes volatiles
mediante SDE (Shaw y Wilson, 1980).

El estudio comparado del contenido en componentes volatiles
entre estas dos modalidades de zumo muestra que la reduccion del
contenido en pulpa supone un aumento en la identificacion de los
aldehidos de mayor volatilidad; asi octanal, nonanal y neral son
detectados en concentraciones mas elevadas observandose un
aumento préximo al 50%, frente al comportamiento de los aldehidos de
menor volatilidad, como perialdehido, undecanal y dodecanal que no

quedan afectados por la eliminacion de la pulpa fina del zumo refinado.

Alcoholes.- A nivel cualitativo no se detectan diferencias en los
alcoholes detectados en ambos casos, unicamente podria resaltarse la
no deteccién del dodecanol en el zumo sin pulpa, pero esto no puede
ser considerado como significativo, ya que este componente sélo ha
sido detectado en las muestras correspondientes al mes de enero en el

zumo refinado.

231



Tabla 1V.4.1.1.-1.- COMPONENTES VOLATILES TOTALES EN ZUMO DE
NARANJA REFINADO (10-13% S.1.)

Componentes (mg/KQ)

Zumo Refinado

Enero Abril Mayo
Acetaldehido N.D. N.D. N.D.
Etanol N.D. N.D. N.D.
Acetona N.D. N.D. N.D.
Metil-vinil-cetona N.D. N.D. N.D.
Acetato de etilo N.D. N.D. N.D.
1-Butanol N.D. N.D. N.D.
1-Penten-3-ol N.D. N.D. N.D.
Etil-vinil-cetona 2,712+1,529 1,069 + 0,846 N.D.
Valeraldehido+2 Pentanol 1,621+1,195 0,934 +£0,738 N.D.
Butirato de metilo 0,413+0,511 0,024 + 0,059 N.D.
3-metil-1-Butanol 0,280 + 0,444 0,076 £ 0,119 N.D.
Hexanal+Butirato de etilo 0,439+0,363 0,521+0,317 0,444 +0,072
Furfural N.D. N.D. N.D.
Trans-2-Hexenal N.D. N.D. N.D.
Trans-2-Hexen 1-ol N.D. N.D. N.D.
a-Pineno 1,895+ 2,571 2,707 + 1,086 3,074 + 0,917
1-Heptanol 0,036 + 0,072 0,023 + 0,029 N.D.
Sabineno 1,025+1,001 1,508 + 1,132 1,629 + 0,548
B-Pineno 0,473+0,726 0,360 £ 0,167 0,303 + 0,092
Mirceno 10,047 + 10,218 11,253 + 4,608 13,338 + 3,972
Octanal 2276 +3,616 0,694 +0,827 2,551 +2,655
a-Felandreno 0,131+0,158 0,135+0,142 0,063 £0,110
As;-Careno 1,522 +2,268 0,543 +£0,367 0,594 + 0,252
a-Terpineno 0,413+0,535 0,349+0,190 0,265+ 0,076
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Limoneno
y-Terpineno
Octanol

Linalol

Nonanal

Citronelal
Terpinen-4-ol
a-Terpineol
Decanal

Acetato de octilo
Nerol+Citronelol
Carveol

Neral

Carvona
Geraniol+Acetato de linalilo
Geranial
Perialdehido
Undecanal

Acet. terpenilo + Acet. citronelilo
Acet. nerilo

Acet. geranilo
Dodecanal
Antranilato de etilo
Cariofileno
a-Humuleno
Dodecanol

Valenceno

0,883 + 1,209
3,740 £ 2,764
5,878 £4,183
0,450 £ 0,576
N.D.
3,162 £ 2,720
2,349 £ 1,104
2,556 + 3,388
0,059 + 0,081
0,471 + 0,167
N.D.
0,381 + 0,576
0,178 £ 0,275
1,063 £ 1,788
0,687 + 1,062
0,082 £ 0,133
0,075+ 0,150
0,025 + 0,050
0,047 + 0,054
0,172+ 0,273
0,280 £ 0,553
N.D.
0,080 + 0,134
0,040 £ 0,080
0,012 + 0,025
2,512 £ 3,381

0,696 + 0,318
3,680 + 1,638
6,815 + 3,585
0,286 + 0,189
N.D.
2,875+1,410
4,027 £2,534
2,273 £ 1,093
0,186 + 0,082
0,487 £ 0,138
N.D.
0,187 £ 0,128
0,172 £ 0,092
0,400 + 0,147
0,805 + 0,381
0,044 + 0,049
0,043 + 0,061
0,062 £ 0,122
0,133 £ 0,101
0,113 £ 0,091
0,259 + 0,152
N.D.
0,109 + 0,059
0,044 + 0,045
N.D.
2,937 £ 2,930

624,84 £ 355,07 677,34 +281,77 962,73 + 477,09

0,576 + 0,059
4,504 £ 2,014
10,00 £ 1,976
0,371+ 0,332
N.D.
2,703 +0,733
3,036 + 1,229
2,798 1,174
0,125+ 0,116
0,605+ 0,318
0,032 + 0,056
0,171 £ 0,156
0,263 + 0,078
0,428 £ 0,273
0,951 + 0,379
0,167 £ 0,152
0,130 + 0,020
0,060 + 0,053
0,197 £ 0,106
0,093 + 0,006
0,310 £ 0,096
N.D.
0,107 + 0,062
0,033 £ 0,029
N.D.
3,720 + 4,232

233



Tabla IV.4.1.1.-2. COMPONENTES VOLATILES TOTALES EN ZUMO DE
NARANJA CENTRIFUGADO (<3%.S.1.)

Componentes (mg/Kg)

Zumo (<3% S.l.)

Enero Abril Mayo
Acetaldehido N.D. N.D. N.D.
Etanol N.D. N.D. tr
Acetona N.D. N.D. N.D.
Metil-vinil-cetona N.D. N.D. N.D.
Acetato de etilo N.D. N.D. N.D.
1-Butanol N.D. N.D. N.D.
1-Penten-3-ol N.D. N.D. N.D.
Etil-vinil-cetona 2,903+1,490 0,369+ 0,572 N.D.
Valeraldehido+2 Pentanol 1,453+ 0,960 0,322 + 0,499 N.D.
Butirato de metilo 0,180+ 0,160 0,012 + 0,031 N.D.
3-metil-1-Butanol N.D. 0,075+ 0,119 0,109
Hexanal+Butirato de etilo 0,666 + 0,361 0,541 +0,134 0,540 + 0,288
Furfural N.D. N.D. 0,041 +£ 0,072
Trans-2-Hexenal N.D. N.D. N.D.
Trans-2-Hexen 1-ol N.D. N.D. N.D.
a-Pineno 2,700 + 3,267 1,172+ 0,396 1,342 + 0,528
1-Heptanol 0,046 +£0,080 0,011 +0,017 0,007 £ 0,012
Sabineno 1,018 £ 1,364 0,475+ 0,247 0,503 + 0,402
B-Pineno 0,373+0,646  0,238333333 0,114 + 0,024
B-Mirceno 13,340+ 17,165 4,672 + 2,583 5,874 + 2,479
Octanal 5,610+ 5,009 2,553 + 1,352 3,952 + 1,411
a-Felandreno 0,123+ 0,213 N.D. N.D.
As;-Careno 1,943+2,884 0,215+ 0,059 0,234 £ 0,106
a-Terpineno 0,564 +0,768 0,214 + 0,063 0,134 + 0,035
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Efecto del procesado industrial

Limoneno
y-Terpineno
Octanol

Linalol

Nonanal

Citronelal
Terpinen-4-ol
a-Terpineol
Decanal

Acetato de octilo
Nerol+Citronelol
Carveol

Neral

Carvona
Geraniol+Acetato de linalilo
Geranial
Perialdehido
Undecanal

Acet. terpenilo + Acet. citronelilo
Acet. nerilo

Acet. geranilo
Dodecanal
Antranilato de etilo
Cariofileno
a-Humuleno
Dodecanol

Valenceno

789,0 £ 106,87 332,073 £70,88 364,276 + 162,050

1,108 + 1,445
1,791 + 1,601
7,270 £ 4,832
0,797 £ 0,737
N.D.
3,741 £ 3,572
1,356 + 1,465
2,574 +2,734
0,103+ 0,178
0,298 + 0,469
0,027 £ 0,047
0,770 £ 0,903
0,106 £ 0,184
0,312+ 0,255
1,074 + 1,435
0,1403 £ 0,192
0,181 £ 0,222
0,046 = 0,080
0,329 + 0411
0,156 = 0,254
0,652 + 0,994
N.D.
0,1406 = 0,224
0,075+ 0,106
N.D.
2,890 + 4,688

0,512+ 0,186
3,268 + 2,787
6,264 + 1,938
0,403 £ 0,152
N.D.
2,224 + 0,586
1,096 £ 0,494
1,715+ 0,589
0,021 £ 0,035
0,194 + 0,021
0,021 £ 0,053
0,243 £ 0,043
0,141 £ 0,052
0,142 + 0,070
0,456 £ 0,128
0,105 + 0,086
0,084 + 0,097
0,106 + 0,092
0,178 £ 0,177
0,050 + 0,043
0,113 £ 0,035
N.D.
0,043 £ 0,012
0,010 £ 0,017
N.D.
0,635+0,172

0,313 £ 0,102
0,862 + 0,511
7,838 + 3,443
0,476 + 0,208
N.D.
2,040 £1,113
1,464 £ 0,618
1,975 +£ 0,299
0,027 £ 0,047
0,170 + 0,056
N.D.
0,199 + 0,086
0,187 £ 0,110
0,142 £ 0,040
0,311 £ 0,279
0,257 £ 0,161
0,033 £ 0,040
0,241 + 0,363
0,094 + 0,059
0,058 + 0,101
0,065 + 0,072
N.D.
0,074 + 0,035
0,042 + 0,061
N.D.
1,466 + 1,698
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A nivel cuantitativo se observa un comportamiento generalizado
de la disminucion del contenido en alcoholes con la reduccion de la
pulpa. Estas pérdidas superan el 50% en la mayoria de los
componentes estudiados. La excepcion se encuentra en linalol y
carveol -componentes que han sido detectados en mayor
concentracion-, destacando el hecho de que el carveol en el zumo
refinado Unicamente se detecta en algunas de las muestras
correspondientes al mes de mayo, mientras que esta presente en las
muestras de los meses de enero y abril que producen zumos con
menores contenidos en pulpa y en la que destaca un aumento muy
significativo de su concentracion. Sin embargo, estos resultados
contrastan con los datos aportados por Radford et al., (1974), que
determinan que componentes oxigenados como los alcoholes no

modifican su contenido en el zumo tras la eliminacion de la pulpa.

Hidrocarburos terpénicos.- Estos hidrocarburos -considerados
como los componentes mayoritarios en el aceite esencial de la naranja-
, dada su naturaleza de baja polaridad, se encuentran asociados a la
pulpa por lo que una disminucion del porcentaje de la misma conlleva
una pérdida de estos componentes en el aroma del zumo.

En efecto destacamos una pérdida comprendida entre el 30 y el
50% de concentracion de los terpenos mas abundantes en el zumo de
naranja. Asi sucede con oa-pineno, sabineno, B-pineno, B-mirceno,
limoneno y valenceno. El resto de los terpenos identificados presentan
una disminucion proxima al 10%, con excepcion del a-felandreno,

componente que no es detectado tras la eliminacién de la pulpa.

Esteres y Cetonas.- Presentes en menor cantidad en el zumo de
naranja, la comparacion de ambos resultados denota una disminucién
del contenido en estos constituyentes, dada su baja polaridad asociada

a una mayor afinidad hacia la pulpa.
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De las cetonas detectadas en ambas muestras etil-vinil-cetona es
la de mayor polaridad, no detectandose diferencias en cuanto a su
contenido en el zumo de naranja sin pulpa frente a carvona,
componente de menor polaridad en el que si se detecta una

disminucién de su contenido al eliminar la pulpa del zumo.

IV.4.1.2.- Analisis estadistico

El efecto real de la eliminacion de la pulpa sobre la fraccion
aromatica total del zumo refinado se analiza mediante test de varianza
simple (test de homogeneidad de medias de Scheefe, p <0,05), entre
los contenidos medios de aldehidos, alcoholes, terpenos, ésteres y
cetonas cuantificados en ambos zumos. Los valores estadisticos

quedan reflejados en la Tabla 1V.4.1.2.-1.

Tabla IV.4.1.2.-1.-. ANALISIS DE VARIANZA SIMPLE. ZUMO REFINADO
(10-15% S.1.)-ZUMO CENTRIFUGADO (<3% S.L.).

ALDEHIDOS ALCOHOLES H.TERPENICOS ESTERES CETONAS

10-15% S.1. 7,33+5,41° 18,63+8,24° 747,90 +456,20° 0,52+0,54* 1,52+1,46°
<3% S.I. 8,52+6,10° 12,61+6,61° 307,50+ 113,50° 0,48+0,51° 1,11+1,48°

Los valores de las medias con subindices distintos muestran diferencias significativas entre si, con
un nivel de significacién de p< 0.05

Los resultados obtenidos reflejan que Unicamente existen
diferencias significativas en el contenido de terpenos. En efecto se
conoce que estos componentes se encuentran practicamente

asociados a la pulpa (Radford et al., 1974).
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Como conclusion global destacamos el efecto de la disminucion
de la pulpa sobre el contenido en componentes de polaridad baja y
media, caso de alcoholes, ésteres y cetonas, y como hemos
mencionado, el grupo mas representativo los hidrocarburos terpénicos.
Unicamente los aldehidos aumentan su concentraciéon en el zumo sin
pulpa dada la mayor afinidad de estos por el agua y el efecto barrera
que ejerce la pulpa sobre la recuperacion de los mismos durante la
destilaciéon al actuar esta que limita la total salida de los mismos en la

destilacion.

IV.4.1.3.- Componentes volatiles. HS-SPME

La eliminacion de la pulpa en el zumo de naranja afecta de igual
forma que en el caso anterior a los constituyentes volatiles presentes
en el espacio de cabeza del zumo refinado, ya que equivale a eliminar
una barrera que ralentiza el paso de los mismos hacia el espacio de
cabeza.

Ha de tenerse en cuenta que la técnica de SPME esta basada en
un equilibrio quimico entre fases, en las que el coeficiente de reparto
de cada componente entre las mismas queda afectado por las posibles
variaciones sufridas en alguna de ellas, lo cual afecta a la capacidad de
adsorcion de la fibra sobre los componentes.

Realizamos el estudio del espacio de cabeza considerando dos
recubrimientos poliméricos (PDMS y PA); al ser estos componentes de
tan diferente naturaleza polar, la variacion en constituyentes volatiles
en el espacio de cabeza afecta en gran medida a la capacidad de

adsorciéon de cada una de ellas.
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IV.4.1.3.1.- Extraccion mediante PDMS

A pesar de que tanto la matriz como el material adsorbente de la
fibra compiten por atrapar analitos, la afinidad hacia la fibra es crucial
en el muestreo en la técnica de SPME.

Por este motivo comenzamos el estudio fraccionado de los
componentes en base a su naturaleza quimica. Los resultados del
analisis en espacio de cabeza mediante PDMS en ambos tipos de
zumo se reflejan las Tablas IV.4.1.3.-1y IV.4.1.3.-2.

Aldehidos.- El estudio comparado de la concentracién de
aldehidos detectada en ambos zumos muestra un decrecimiento
importante del contenido de los mismos tras la eliminacion de la pulpa
fina.

Hemos de considerar el hecho de que cuando los compuestos
son polares la afinidad de los analitos por el recubrimiento de la fibra
ha de superar la afinidad de los mismos por la matriz acuosa (Zhang y
Pawliszyn, 1994).

El polidimetil xilosano por su naturaleza apolar es un
recubrimiento ideal para la extraccidbn de compuestos no polares de
matrices acuosas, con lo cual, si la eliminacién de la pulpa favorece la
retencidon de los componentes polares en la matriz acuosa, menor

cantidad de componente sera atrapado por el PDMS.
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Tabla IV.4.1.3.-1 - COMPONENTES VOLATILES EN ZUMO DE NARANJA
REFINADO (10-13% S.l.). HS-SPME (PDMS).

Componentes (mg/Kg)

Zumo Refinado

Enero Abril Mayo
Acetaldehido 0,046 +0,079 0,478+0,826 0,398 + 0,472
Etanol 0,803+0,712 6,441+10,859 0,103 + 0,206
Acetona 25,598 + 7,770 52,730 + 72,468 34,486 + 13,226
Metil-vinil-cetona 4,100 +5,401 8,052+16,105 1,318 + 2,636
Acetato de etilo 0,430 +£ 0,416 1,649 + 1,496 0,736 £ 0,572
1-Butanol N.D. N.D. N.D.
1-Penten-3-ol N.D. 0,155 + 0,208 0,018 + 0,036
Etil-vinil-cetona 1,655 + 0,471 1,692 +3,174 1,161+ 0,631
Valeraldehido+2 Pentanol 0,235 + 0,052 0,292 + 0,311 0,186 + 0,145
Butirato de metilo 0,013 + 0,011 0,018 +0,036 0,014 £ 0,016
3-metil-1-Butanol 0,069+0,102  0,038+0,076 0,209 + 0,283
Hexanal+Butirato de etilo 0,547 +0,072 0,716 £0,451 0,591 + 0,208
Furfural N.D. 0,970 + 1,940 N.D.
Trans-2-Hexenal 0,053 +0,046 0,046 £0,044 0,110+ 0,204
Trans-2-Hexen 1-ol 0,669+0,583  0,064+0,129 0,134 £ 0,269
a-Pineno 6,472 + 1,761 6,098 + 1,880 7,134 £ 0,809
1-Heptanol 0,915+ 0,275 1,563 £1,187 3,050 + 2,689
Sabineno 2,631+0,473 5,895+3,308 5,361+ 0,490
B-Pineno 0,372+ 0,121 0,335+ 0,067 0,422 +0,134
B-Mirceno 35,911 £40,017 13,160 +7,911 12,857 + 1,727
Octanal 1,048 +1,687 0,848+ 1,473 3,087 +2,613
a-Felandreno 2690+1,297 6,765+8,217 3,008 + 3,405
As;-Careno 0,824 £0,488 0,427 +0,594 0,180 + 0,041

a-Terpineno

14,503 + 1,413

15,635 + 8,355

26,830 + 7,306
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Limoneno
y-Terpineno
Octanol

Linalol

Nonanal

Citronelal
Terpinen-4-ol
a-Terpineol
Decanal

Acetato de octilo
Nerol+Citronelol
Carveol

Neral

Carvona
Geraniol+Acetato de linalilo
Geranial
Perialdehido
Undecanal

Acet. terpenilo + Acet. citronelilo
Acet. nerilo

Acet. geranilo
Dodecanal
Antranilato de etilo
Cariofileno
a-Humuleno
Dodecanol

Valenceno

567,69 £ 107,06 467,83 £233,98 605,460 + 23,46

6,448 + 0,430
3,685 +£ 0,208
4,772 +1,753
0,177 £ 0,069
0,006 + 0,001
1,196 £ 0,211
3,020 £ 0,750
0,198 + 0.049
0,007 £ 0,001
0,193 £ 0.015
0,010 £ 0,016
0,007 + 0,004
0,076 £ 0,015
0,235 +£ 0,045
0,101 £ 0,002
0,036 + 0,021
0,013 £ 0,003
0,010 £ 0,009
0,020 £ 0,005
0,023 £ 0,011
0,069 + 0,009
0,002 + 0,004
0,019 +£ 0,003
0,013 £ 0,004
0,028 + 0,028
0,851 £ 0,411

6,976 + 3,448
4,074 + 2,012
5,071+ 2,144
0,254 + 0,136
0,007 £ 0,004
1,212 £ 0,286
4,965 + 2,345
0,404 £ 0,104
0,023 + 0,005
0,395+ 0,140
0,085+ 0,103
0,026 + 0,021
0,133+ 0,079
0,137 £ 0,104
0,086 + 0,033
0,035+ 0,024
0,018 + 0,011
0,028 + 0,021
0,029 £ 0,010
0,043 + 0,018
0,121 £ 0,068
0,284 + 0,319
0,028 + 0,021
0,017 £ 0,009
0,016 £ 0,014
1,343 + 0,956

10,041 + 2,686
6,340 + 3,384
6,373 £ 2,298
1,012 £ 1,443
0,296 + 0,575
1,213 £ 0,433
7,152 + 8,804
0,925 + 1,258
0,040 + 0,046
0,762 + 0,766
0,078 + 0,064
0,005 + 0,005
0,254 + 0,221

0,294 +£ 0,136
0,279+ 0,216
0,038 + 0,048
0,064 + 0,096
0,029 + 0,022
0,032 + 0,037
0,188 + 0,347
0,345 + 0,523
0,124 + 0,160
0,143 +0,174
0,085 + 0,136
0,100 +£ 0,146
1,702 £ 2,575
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Tabla IV.4.1.3.-2.- COMPONENTES VOLATILES EN ZUMO DE NARANJA
CENTRIFUGADO (<3%.S.1.). HS-SPME (PDMS).

Componentes (mg/Kg)

Zumo (<3% S.l.)

Enero Abril Mayo
Acetaldehido 0,112+ 0,194 0,044 £0,099 0,099 £ 0,116
Etanol 0,267 + 0,463 0,304 + 0,681 0,592 + 0,416
Acetona 25,289 + 10,437 31,220 £ 17,635 34,480 + 3,509
Metil-vinil-cetona 0,341 £ 0,591 N.D. 2,078 £2,413
Acetato de etilo 0,867 + 1,033 0,674 + 0,229 0,691 + 0,491
1-Butanol N.D. N.D. N.D.
1-Penten-3-ol N.D. 0,081 + 0,181 N.D.
Etil-vinil-cetona 1,548 £ 0,417 1,298 + 1,867 1,582+ 0,723
Valeraldehido+2 Pentanol 0,222 + 0,102 0,433+0,338 0,518 +£0,788
Butirato de metilo 0,010 + 0,017 0,011 +£0,012 0,020 £ 0,029
3-metil-1-Butanol N.D. 0,153+ 0.342 0,801+ 1,546
Hexanal+Butirato de etilo 0,513 + 0,046 0,831 + 0,680 0,669 + 0,249
Furfural N.D. N.D. 0,200+ 0,4
Trans-2-Hexenal 0,003 + 0,005 0,093 + 0,118 0,025 + 0,03
Trans-2-Hexen 1-ol 0,130 £ 0,125 0,030 + 0,068 N.D.
a-Pineno 0,994 + 0,231 1,261+0,698 0,641 +0,183
1-Heptanol 0,019 + 0,033 0,049+0,059 0,077 +£0,123
Sabineno 0,498 + 0,327 1,029 £ 0,677 0,469 + 0,251
B-Pineno 0,016 + 0,014 0,161 +£0,203 0,051 £ 0,065
B-Mirceno 1,830 £ 0,477 2,256+1,090 1,244 + 0,361
Octanal 0,773 £ 0,371 0,827 +£0,288 1,1835+ 0,132
a-Felandreno 0,036 + 0,008 0,318 £ 0,402 0,101 £ 0,051
As;-Careno 0,174 + 0,268 0,038 +0,029 0,035+0,013
a-Terpineno 1,469 £ 0,768 1,597 £ 1,399 1,240 + 0,837
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Limoneno
y-Terpineno
Octanol

Linalol

Nonanal

Citronelal
Terpinen-4-ol
a-Terpineol
Decanal

Acetato de octilo
Nerol+Citronelol
Carveol

Neral

Carvona
Geraniol+Acetato de linalilo
Geranial
Perialdehido
Undecanal

Acet. terpenilo + Acet. citronelilo
Acet. nerilo

Acet. geranilo
Dodecanal
Antranilato de etilo
Cariofileno
a-Humuleno
Dodecanol

Valenceno

0,937 + 0,096
0,646 + 0,396
3,222 £ 1,232
0,074 + 0,007
0,006 + 0,0006
1,160 + 0,135
1,061 + 0,433
0,222 + 0,026
0,021 +£ 0,025
0,130 + 0,007
tr
0,007 + 0,001
0,053 + 0,002
0,077 + 0,038
0,031 + 0,023
0,036 + 0,034
0,010 + 0,002
0,011 +£ 0,004
0,012 + 0,002
0,015 + 0,005
0,058 + 0,005
0,001 + 0.002
0,014 + 0,003
0,008 + 0,002
0,030 £ 0,012
0,594 + 0,270

1,209 £ 0,615
0,607 + 0,233
3,452 £ 1,283
0,076 + 0,017
0,011 + 0,003
1,236 + 0,309
0,987 + 0,595
0,145+ 0,139
0,009 + 0,005
0,163 + 0,095
0,048 + 0,080
0,035+ 0,038
0,073 £ 0,037
0,109 + 0,069
0,048 + 0,025
0,046 + 0,035
0,009 + 0,007
0,025 + 0,016
0,013 + 0,008
0,025+ 0,018
0,041 £ 0,007
0,199 + 0,261
0,011 £ 0,007
0,004 + 0,002
0,036 + 0,013
0,581 + 0,335

59,894 +£ 10,907 68,301 + 24,511 44,346 + 9,443

0,837 £ 0,130
0,581 +£0,153
3,500 + 0,544
0,081 £ 0,009
0,009 + 0,002
0,825 £ 0,306
0,973 + 0,197
0,259 £ 0,195
0,037 £ 0,053
0,154 £ 0,010
0,028 + 0,020
0,007 + 0,002
0,116 £ 0,051
0,059 £ 0,010
0,028 £ 0,011
0,085 £ 0,008
0,010 £ 0,002
0,016 £ 0,006
0,011 + 0,001
0,008 + 0,005
0,053 £0,017
0,106 £ 0,122
0,008 + 0,005
0,005 + 0,004
0,009 + 0,007
0,406 + 0,318
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Alcoholes.- El fendmeno detectado en los alcoholes tras la
eliminacién de la pulpa fina es similar al definido anteriormente con los
aldehidos, pero también se ha de tener en cuenta la naturaleza polar
de estos componentes y los coeficientes de reparto entre las distintas
fases que conforman el sistema.

La adicion de sal a la matriz acuosa genera el efecto conocido como
“saltting-out”, mediante el que se favorece el enriquecimiento de
componentes polares en el espacio de cabeza, pero la afinidad de la
fibra sigue siendo menor que la existente en la matriz acuosa, por lo
que se observan disminuciones de adsorcion comprendidas entre 80 y
90% de los componentes extremadamente polares como etanol, trans-

2-hexen-1o0l, 1-heptanol, octanol, a-terpineol y geraniol.

Hidrocarburos terpénicos.- La afinidad de estos componentes
apolares hacia la fibra es elevada, pero también hemos de considerar
la pérdida de terpenos con la eliminacién de la pulpa donde se
localizan.

Los resultados obtenidos muestran una pérdida en concentracion de
componentes térpenicos comprendida entre un 80 y un 90% para
lamayoria de los casos, con excepcion del valenceno, componente en

el que se observa s6lo una disminucion proxima al 60%.

Esteres y Cetonas.- Estos componentes se caracterizan por
presentar una polaridad media. El estudio comparado de las
concentraciones detectadas mediante PDMS demuestra que apenas
modifican su concentracién con la eliminacién de la pulpa. Los
resultados coinciden con los encontrados en el analisis de
componentes volatiles totales, por lo que en este caso la dinamica de
adsorcion de la fibra sobre estos componentes ejerce una menor
influencia que la propia eliminacion de la pulpa fina en el zumo

refinado.
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IV.4.1.3.2.- Extraccion mediante PA

El poliacrilato, considerado como material absorbente muy polar,
extrae de forma eficiente componentes de naturaleza afin pero no
permite elevada sensibilidad en la extraccion de compuestos de
naturaleza apolar (Zhang y Pawliszyn, 1994).

El analisis de la influencia de la eliminacién de la pulpa en el zumo
refinado sobre la fraccion aromatica se especifica en las Tablas
IV.4.1.3.-4y IV.4.1.3.-5.

Comenzamos el estudio comparado de ambos zumos. La
influencia de la eliminacion de la pulpa fina y la diferente capacidad de
adsorcion del PA modifican las dos constantes de reparto Ky y Ky de
cada uno de los componentes existentes entre las fases del sistema.
La eliminacién de la pulpa supone una disminucion de la concentracion
de algunos componentes y facilita a la vez el enriquecimiento de otros

en el espacio de cabeza.

Aldehidos.- Dada su naturaleza polar la adsorcion de estos
componentes queda bastante favorecida en este recubrimiento
polimérico, y no se detectan diferencias importantes de adsorcién en
los aldehidos de mayor volatilidad, con la excepcidén del octanal que
aumenta de forma considerable su concentracion por la eliminacion de
la pulpa.

Los aldehidos de mayor peso molecular y menor polaridad son
detectados en menor concentracién; al estar mas asociados a la pulpa,

disminuyen su presencia por la centrifugacion.

Alcoholes.- Al igual que en el analisis de componentes volatiles totales
y en espacio de cabeza mediante PDMS, se observa una disminucion
importante del contenido en alcoholes en las muestras en las que ha sido

eliminada la pulpa, que se destaca en alcoholes de mayor volatilidad.
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Tabla IV.4.1.3.-4.- COMPONENTES VOLATILES EN ZUMO DE NARANJA

REFINADO (10-13% S.L.). HS-SPME (PA).

Componentes (mg/Kg)

Zumo Refinado

Enero Abril Mayo
Acetaldehido N.D. N.D. N.D.
Etanol 8,048 + 7,220 14,264 + 4,702 N.D.
Acetona 148,457 + 45,289 207,276 + 41,914 157,161 £ 75,298
Metil-vinil-cetona N.D. 4,263+ 0 N.D.
Acetato de etilo 0,217 + 0,376 1,313 £ 0,768 0,553 + 0,607
1-Butanol 0,060 + 0,104 0,381 +£ 0,522 N.D.
1-Penten-3-ol N.D. N.D. N.D.
Etil-vinil-cetona 0,069 + 0,088 0,136 + 0,160 0,277 £ 0,162
Valeraldehido+2 Pentanol 0,157 £ 0,185 0,236 + 0,248 0,068 £ 0,118
Butirato de metilo N.D. 0,053 + 0,092 0,015+ 0,013
3-metil-1-Butanol 0,106 + 0,101 0,407 + 0,155 0,311+ 0,112
Hexanal+Butirato de etilo 0,443 + 0,097 0,566 + 0,395 0,315+ 0,047
Furfural N.D. N.D. N.D.
Trans-2-Hexenal 0,218 + 0,061 0,203 + 0,288 0,109 £ 0,083
Trans-2-Hexen 1-ol 0,612 +0,117 0,931+ 1,163 0,366 + 0,290
a-Pineno 0,891 + 0,211 1,485 + 0,496 0,874 + 0,221
1-Heptanol 0,019 + 0,0032 0,033 £ 0,031 0,023 + 0,020
Sabineno 0,455 + 0,072 1,999 £ 0,976 0,656 + 0,116
p-Pineno 0,025 + 0,006 0,026 + 0,045 0,028 + 0,025
B-Mirceno 2,36 £ 0,462 3,674 + 1,086 1,788 £ 1,540
Octanal 0,106 + 0,094 0,148 £ 0,135 0,273 £ 0,364
a-Felandreno 0,138 £ 0,177 0,459 + 0,708 0,329 + 0,414
As;-Careno 0,126 + 0,111 0,285 + 0,448 0,064 + 0,101
a-Terpineno 0,224 + 0,094 0,11 +0,184 tr
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Limoneno
y-Terpineno
Octanol

Linalol

Nonanal

Citronelal
Terpinen-4-ol
a-Terpineol
Decanal

Acetato de octilo
Nerol+Citronelol
Carveol

Neral

Carvona
Geraniol+Acetato de linalilo
Geranial
Perialdehido
Undecanal

Acet. terpenilo + Acet. citronelilo
Acet. nerilo
Acet.geranilo
Dodecanal
Antranilato de etilo
Cariofileno
a-Humuleno
Dodecanol

Valenceno

71,556 £ 6,676 94,285+ 14,943 80,554 + 14,088

0,189 + 0,015
1,010+ 0,161
1,025 + 0,472
0,077 £ 0,027
0,006 + 0,002
0,873 +£0,182
1,552 + 0,647
0,359 + 0,055
0,015+ 0,001
0,131 £ 0,016
N.D.
0,004 + 0,001
0,1+0,026
0,179 £ 0,018
0,092 + 0,025
0,047 + 0,027
0,025 + 0,006
0,010 £ 0,006
0,012 £ 0,002
0,011 £ 0,001
0,082 + 0,019
N.D.
0,022 + 0,001
0,013 £ 0,003
0,028 + 0,009
0,894 + 0,311

0,339 + 0,039
1,368 + 0,149
1,448 + 0,202
0,159 + 0,045
0,044 + 0,050
1,150 £ 0,221
3,878 £ 1,819
0,883 + 0,355
0,070 £ 0,020
0,322 + 0,106
0,127 £ 0,176
0,010 + 0,005
0,273+ 0,126
0,280 + 0,048
0,140 + 0,041
0,108 + 0,008
0,041+ 0,013
0,032 £ 0,013
0,020 + 0,023
0,035+ 0,015
0,128 £ 0,019
N.D.
0,034 £ 0,010
0,024 + 0,007
0,035 + 0,025
1,172 £ 0,942

0,180 + 0,161
1,349 £ 0,559
1,170 + 0,208
0,121 £ 0,077
0,008 + 0,002
0,902 + 0,284
1,825 + 0,902
0,643 + 0,218
0,041 + 0,005
0,246 + 0,098
0,210+ 0,117
0,004 + 0,002
0,201 £0,077
0,283 £ 0,1608
0,198 £ 0,132
0,068 + 0,058
0,101 + 0,120
0,019 + 0,004
0,015 + 0,001
0,014 £ 0,002
0,111 £ 0,031
0,192 £ 0,332
0,020 + 0,005
0,020 + 0,011
0,019 £ 0,002
0,526 + 0,143
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Tabla IV.4.1.3.-5..- COMPONENTES VOLATILES EN ZUMO DE NARANJA
CENTRIFUGADO (<3%.S.1.). HS-SPME (PA).

Componentes (mg/Kg) Zumo (<3% S.l.)

Enero Abril Mayo
Acetaldehido N.D. N.D. N.D.
Etanol 4,608 + 3,991 2,0422 + 4,566 N.D.
Acetona 111,452 + 30,428 225,146 + 105,273 182,620 + 22,856
Metil-vinil-cetona 0,85+ 1,472 N.D. N.D.
Acetato de etilo 0,021 + 0,037 0,946 + 0,834 0,521 £ 0,424
1-Butanol N.D. 0,078 £ 0,129 N.D.
1-Penten-3-ol N.D. tr N.D.
Etil-vinil-cetona 0,292 + 0,323 0,186 + 0,164 0,140 £ 0,185
Valeraldehido+2 Pentanol 0,209 + 0,183 0,197 £ 0,215 0,060 + 0,056
Butirato de metilo 0,011 + 0,010 0,019 + 0,043 N.D.
3-metil-1-Butanol 0,073 + 0,064 0,201 + 0,201 0,298 + 0,101
Hexanal+Butirato de etilo 0,426 + 0,029 0,688 + 0,594 0,419+ 0,145
Furfural N.D. N.D. N.D.
Trans-2-Hexenal 0,017 £ 0,016 0,057 £ 0,079 0,014 £ 0,025
Trans-2-Hexen 1-ol 0,122 £ 0,055 0,193 £ 0,163 0,066 + 0,046
a-Pineno 0,737 +£0,188 0,531 £ 0,093 0,555 + 0,379
1-Heptanol 0,006 + 0,006 0,017 £ 0,016 0,005 + 0,005
Sabineno 0,311 +£ 0,224 0,487 + 0,161 0,288 + 0,299
B-Pineno 0,049 + 0,033 0,093 + 0,181 0,077 £ 0,049
B-Mirceno 1,964 + 0,503 1,605 + 0,281 1,589 + 0,896
Octanal 0,442 + 0,073 1,397 £ 2,192 0,560 + 0,160
a-Felandreno 0,062 + 0,056 0,062 + 0,060 0,126 + 0,036
As-Careno 0,050 + 0,048 0,043 + 0,041 0,018 + 0,021
a-Terpineno 0,072 £ 0,076 0,261 £ 0,072 0,621+ 0,473
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Limoneno
y-Terpineno
Octanol

Linalol

Nonanal

Citronelal
Terpinen-4-ol
a-Terpineol
Decanal

Acetato de octilo
Nerol+Citronelol
Carveol

Neral

Carvona
Geraniol+Acetato de linalilo
Geranial
Perialdehido
Undecanal

Acet. terpenilo + Acet. citronelilo
Acet. nerilo

Acet. geranilo
Dodecanal
Antranilato de etilo
Cariofileno
a-Humuleno
Dodecanol

Valenceno

0,101 + 0,086
0,440 + 0,396
1,139 +£0,456
0,133+ 0,016
0,007 + 0,0001
0,843 + 0,165
0,503 + 0,235
0,358 + 0,065
0,009 + 0,003
0,084 + 0,018
N.D.
0,004 + 0,001
0,070 + 0,007
0,072 £ 0,045
0,030 + 0,027
0,073 + 0,003
0,018 + 0,005
0,007 + 0,005
0,009 + 0,001
0,011 + 0,004
0,037 £ 0,027
N.D.

0,014 + 0,005
0,008 + 0,003
0,017 + 0,008
0,542 + 0,308

46,423 + 37,853 50,805 £ 19,521

0,212 + 0,049
0,391 +0,170
1,141 +£ 0,342
0,132 £ 0,037
0,009 + 0,001
2,278 + 2,855
0,596 + 0,206
0,451 £ 0,145
0,024 + 0,007
0,121 £ 0,030
0,057 £ 0,115
0,009 + 0,011
0,114 £ 0,034
0,086 + 0,023
0,023 + 0,008
0,088 + 0,028
0,017 + 0,004
0,012 + 0,003
0,012 + 0,001
0,032 + 0,049
0,050 + 0,011
N.D.
0,016 + 0,004
0,011 £ 0,005
0,017 £ 0,011
0,551 £ 0,424

43,349 + 30,861

0,189 + 0,085
0,391 £ 0,220
1,247 + 0,319
0,163 £ 0,043
0,008 + 0,002
0,814 £ 0,335
0,525 + 0,047
0,551 £ 0,235
0,026 £ 0,012
0,093 + 0,033
0,331 £ 0,421
0,004 + 0,001
0,162 + 0,099
0,068 + 0,016
0,025 + 0,010
0,124 + 0,031
0,020 + 0,008
0,012 + 0,006
0,011 £ 0,005
0,010 + 0,005
0,074 £ 0,048
N.D.
0,014 + 0,007
0,014 + 0,009
0,013 £ 0,0007
0,371 £ 0,058
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De nuevo la naturaleza polar del recubrimiento polimérico
favorece la afinidad por los alcoholes. En conjunto la disminucion de la
cantidad retenida por ambos recubrimientos poliméricos se debe la

pérdida por la eliminacion de la pulpa en el zumo refinado.

Hidrocarburos terpénicos.- En este caso se produce una disminucion
importante del contenido en estos componentes, aunque destaca el hecho
de que esta disminucion no supera a la que se detecta con PDMS,
consecuencia del diferente coeficiente de reparto entre ambos
recubrimientos poliméricos y los componentes terpénicos. De aqui que la
cantidad de analito que debe ser retenida por el recubrimiento sea menor en
PA que en PDMS, ya que al tener PA menor capacidad para la retencion de
terpenos menor influencia tiene el cambio de la constante global K de
reparto fibra-matriz acuosa detectado; de hecho, esta constante de reparto
para componentes apolares con polidimetil xilosano resulta mayor respecto

al poliacrilato.

Esteres y Cetonas.- En estos componentes de polaridad media la
afinidad de los mismos hacia el PA es pequefa y no se observan diferencias
importantes en el contenido de los mismos después de separar la pulpa, lo
que coincide con lo detectado por PDMS y con los resultados del analisis de
componentes volatiles totales. En base a esto ratificamos lo anteriormente
descrito en el caso de la extraccion con PDMS: la escasa disminucién del
contenido de ésteres y cetonas unicamente se debe a la propia eliminacion
de la pulpa y no a la mayor o menor afinidad de los componentes hacia el

recubrimiento polimérico de la fibra.
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IV.4.1.4.- Analisis estadistico

El resultado del calculo estadistico de la adsorcion de los
componentes en PDMS en ambas modalidades de zumo queda
reflejado en la Tabla IV.4.1.4.-1.

Tabla IV.4.1.4.-1.- ANALISIS DE VARIANZA SIMPLE. ZUMO REFINADO
(10-15% S.1.)-ZUMO CENTRIFUGADO (<3% S.l.) HS-SPME (PDMS).

ALDEHIDOS ALCOHOLES H.TERPENICOS ESTERES CETONAS
10-15% S.I. | 4,92 +3,14® 22,45+7,47° 609.70 + 156,40° 1,31 +1,28% 31,83+ 14,44°
<3% S.I. 269+1,03° 724+185° 6507+21,85° 0,90+0,57° 33,14 + 11,83°

Los valores de las medias con subindices distintos muestran diferencias significativas entre si, con
un nivel de significaciéon de p< 0.05.

Los resultados estadisticos confirman lo expresado anteriormente:
se detectan diferencias significativas importantes en el contenido en
aldehidos, alcoholes e hidrocarburos terpénicos, pero no en el caso de
ésteres y cetonas.

Finalmente, cabe destacar que las disminuciones encontradas en
el contenido de aldehidos y alcoholes no detectadas en los
componentes volatiles totales al reducir el contenido en pulpa del zumo
refinado son debidas a la propia dinamica de adsorcion de los

componentes de naturaleza polar sobre PDMS.
El tratamiento estadistico de los datos obtenidos con la aplicacion

del recubrimiento de PA sobre ambas modalidades de zumo se

presenta en la Tabla IV.4.1.4.-2.
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Los diferencias obtenidas son coincidentes con las determinadas
en el método de extraccion de componentes volatiles totales;
unicamente encontramos diferencias estadisticamente significativas en
el contenido de terpenos en ambas muestras de zumo, como
consecuencia de la mayor afinidad de los mismos hacia la pulpa del
zumo Yy el menor coeficiente de reparto entre la fibra polar y el

componente apolar.

Tabla IV.4.1.4.-2.-. ANALISIS DE VARIANZA SIMPLE. ZUMO REFINADO
(10-15% S.1.)-ZUMO CENTRIFUGADO (<3% S.I.). HS-SPME (PA).

ALDEHIDOS ALCOHOLES H.TERPENICOS ESTERES CETONAS

10-15% S.I. | 2,08 +0,85* 10,18 +11,48° 88,61+17,41° 0,88+0,79° 24540 + 137,20
<3% S.lI. 2,45 + 1,46° 5,45 + 5,09 56,22 +21,13° 0,65+0,75° 232,90 + 121,10°

Los valores de las medias con subindices distintos muestran diferencias significativas entre si, con
un nivel de significacion de p< 0.05.

Para establecer una conclusion conjunta de los resultados
obtenidos con el empleo de ambos recubrimientos poliméricos sobre
muestras con diferentes caracteristicas de la fase acuosa, realizamos
un tratamiento estadistico de los datos mediante un test de varianza
simple.

La adecuacién del recubrimiento polimérico de la fibra en la
determinacién de componentes volatiles en funcion de la naturaleza de
la fase acuosa resulta de interés, ya que nos da una primera
informacion del tipo de polimero mas adecuado para conseguir un

maximo rendimiento de la técnica HS-SPME.
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La comparacion estadistica queda reflejada en las tablas
IV.4.1.4.-3y IV.4.1.4.-4. para el zumo refinado y el zumo centrifugado,
respectivamente.

Existen diferencias significativas en la determinacién de
aldehidos, alcoholes, terpenos vy cetonas, mediante ambos
recubrimientos poliméricos -siendo a nivel cuantitativo mas abundante
la determinacion mediante PDMS-, lo que confirma la mayor capacidad
de retencidn de componentes volatiles de la fibra apolar sobre
muestras acuosas con un contenido significativo de sélidos insolubles,
a pesar de la elevada afinidad del recubrimiento de PA sobre los

componentes polares.

Tabla IV.4.1.4.-3.-. ANALISIS DE VARIANZA SIMPLE EN ZUMO REFINADO
(10-15% S.1.).PDMS-PA

ALDEHIDOS ALCOHOLES H.TERPENICOS ESTERES CETONAS

PDMS 497 +314® 2245+ 747*° 6097 + 156,40° 1,32+ 1,28° 31,83 + 14,44°
PA 2,08+0,85° 10,18 +11,48° 88,61+17,41° 0,88+0,79° 2454 + 137,20°

Los valores de las medias con subindices distintos muestran diferencias significativas entre si, con
un nivel de significaciéon de p< 0.05.

Los resultados obtenidos de la comparacién de la capacidad de
retencion de ambos recubrimientos sobre muestras con un contenido
minimo en sdlidos insolubles (Tabla [V.4.1.4.-.4), no muestran
diferencias significativas en la determinacién de componentes volatiles,
siendo los resultados bastante proximos entre si. Esto nos demuestra
el diferente efecto que tiene la modificacion de los coeficientes de
reparto sobre ambos recubrimientos; ademas ha de considerarse el

hecho de que la afinidad de los componentes hacia la fase acuosa en
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algunos de los casos supera a la afinidad hacia la fibra, con lo cual la
posibilidad de adsorcion de esos componentes por parte de la fibra
disminuye, como sucede en el caso de aldehidos y alcoholes con PA,
que llegan a igualarse con las determinaciones mediante PDMS.
También podemos resaltar el hecho de que las muestras con un
contenido en componentes terpénicos bajo, como hemos visto con las
muestras de zumo sin pulpa, dada la afinidad existente entre estos
componentes y el recubrimiento de PDMS, la escasa adsorcion de los
terpenos favorece la adsorcién de otros componentes de naturaleza
polar, llegando a igualar su capacidad de adsorcion a la del PA, ya que
se contrarresta el efecto de la afinidad de los componentes polares
hacia la matriz acuosa en el caso de PA y el efecto de la menor

adsorcioén de terpenos en PDMS.

Tabla 1V.4.1.4.-4.-. ANALISIS DE VARIANZA SIMPLE PDMS-PA EN ZUMO
CENTRIFUGADO (<3% S.I.)-

ALDEHIDOS ALCOHOLES H.TERPENICOS ESTERES CETONAS

PDMS 2,69+1,03* 7,24+1,85% 6507+21,85* 0,90+0,57* 33,14+ 11,83°
PA 2,45+1,46° 5454509 56,22+21,13* 0,65+0,75° 232,9+121,10°

Los valores de las medias con subindices distintos muestran diferencias significativas entre si, con
un nivel de significacion de p< 0.05.

IV.4.2.- Efecto del desaireado-desaceitado

Una vez que ha sido estandarizado el contenido en pulpa del

zumo, se somete a desaireacion con objeto de eliminar el aire disuelto
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que puede oxidar el producto. La desaireacion se efectua en una
camara de vacio. Los constituyentes volatiles que se separan en el
desaireador son incorporados posteriormente al zumo ya desaireado.

El zumo sufre en la camara de desaireacion una pérdida
importante de su fraccidbn aromatica como consecuencia de la
aplicacion de vacio y sobre todo el calentamiento a temperaturas
moderadas. Este apartado estudia el efecto de la desaireacion, por
comparacion de la fraccion volatil total y en espacio de cabeza en el

zumo refinado y la presente en el zumo desaireado.

IV.4.2.1.- Componentes volatiles. SDE

La influencia de la desaireacidén sobre los componentes volatiles
totales determinados mediante SDE, dadas las caracteristicas que
definen el método, unicamente puede ser determinada para aquellos
componentes de menor volatilidad que el hexano. Los resultados
obtenidos se reflejan en la Tabla 1V.4.2.1.-1.

En la linea de procesamiento correspondiente al diagrama de
transformacién del zumo la pulpa fina, se reincorpora al zumo
centrifugado para regular un contenido de pulpa estandar del 10%.
Dado que durante la centrifugaciéon no se produce alteracién en los
constituyentes aromaticos del conjunto zumo-pulpa, y que el porcentaje
final de pulpa resulta muy proximo al inicial en el zumo refinado, para la
evaluacion del desaireado-desaceitado sobre los volatiles del zumo
tratado se relacionan los mismoscon los presentes en el zumo refinado
de procedencia (Tabla IV.4.1.1.-1).
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Tabla 1V.4.2.1.-1.- COMPONENTES VOLATILES TOTALES EN ZUMO DE
NARANJA DESAIREADO-DESACEITADO

Componentes (mg/Kg)

Zumo Desaireado-Desaceitado

Enero Abril Mayo
Acetaldehido N.D. N.D. N.D.
Etanol N.D. N.D. N.D.
Acetona N.D. N.D. N.D.
Metil-vinil-cetona N.D. N.D. N.D.
Acetato de etilo N.D. N.D. N.D.
1-Butanol N.D. N.D. N.D.
1-Penten-3-ol N.D. N.D. N.D.
Etil-vinil-cetona 1,914 £ 0,533 0,931 +1,317 N.D.
Valeraldehido+2 Pentanol 1,339 + 0,482 0,789+ 1,116 N.D.
Butirato de metilo N.D. N.D. N.D.
3-metil-1-Butanol N.D. 0,044 + 0,063 0,126 + 0,0007
Hexanal+Butirato de etilo 0,107 + 0,097 0,093+0,131 0,073 +0,018
Furfural N.D. N.D. N.D.
Trans-2-Hexenal N.D. N.D. N.D.
Trans-2-Hexen 1-ol N.D. N.D. N.D.
a-Pineno 0,510 £0,315 1,004 £ 0,189 1,319 £ 0,551
1-Heptanol 0,067 + 0,066 0,031+0,022 0,072 +0,102
Sabineno 0,064 + 0,058 N.D. 0,115+ 0,162
B-Pineno 0,019 + 0,033 0,081+0,115 0,144 + 0,001
Mirceno 2,093 + 1,438 3,416 £0,678 4,829+2,218
Octanal 0,290 + 0,251 0,291 £0,068 0,215+ 0,304
a-Felandreno N.D. N.D. 0,096 + 0,135
As-Careno 0,222 + 0,167 0,216 £0,032 0,271 + 0,072
a-Terpineno N.D. 0,151 +0,071 0,188 + 0,019
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Limoneno
y-Terpineno
Octanol

Linalol

Nonanal

Citronelal
Terpinen-4-ol
a-Terpineol
Decanal

Acetato de octilo
Nerol+Citronelol
Carveol

Neral

Carvona
Geraniol+Acetato de linalilo
Geranial
Perialdehido
Undecanal

Acet. terpenilo + Acet. citronelilo
Acet. Nerilo

Acet. geranilo
Dodecanal
Antranilato de etilo
Cariofileno
a-Humuleno
Dodecanol

Valenceno

120,463 = 85,69 193,788 £ 44,65 282,648 + 136,69

0,139 + 0,076
0,467 + 0,403
1,720 £ 1,504
0,115+ 0,068
N.D.
0,663 + 0,445
0,488 + 0,326
0,573 + 0,468
N.D.
0,142 + 0,113
N.D.
0,077 £ 0,068
0,036 + 0,063
0,079 + 0,070
0,110+ 0,114
0,017 £ 0,029
N.D.
N.D.
0,041 £ 0,069
0,027 + 0,033
0,048 + 0,051
N.D.
0,043 + 0,047
0,320 + 0,452
N.D.
0,595 £ 0,549

0,327 + 0,107
0,700 + 0,282
1,622 + 0,109
0,071 + 0,002
N.D.
1,152 + 0,186
1,364 £ 0,116
0,687 + 0,155
0,088 + 0,125
0,185 + 0,002
N.D.
0,084 + 0,118
0,047 + 0,067
0,109 + 0,154
0,183 + 0,014
N.D.
0,029 + 0,041
0,070 + 0,099
0,048 + 0,068
0,052 + 0,074
0,235 + 0,150
N.D.
0,110 + 0,054
0,016 + 0,022
N.D.
3,014 + 1,412

0,365 + 0,041
1,072 £ 0,072
2,043 £0,319
0,121 £ 0,057
N.D.
1,286 + 0,504
1,670 £ 0,821
0,925 + 0,239
N.D.
0,212 £ 0,067
N.D.
0,019 £ 0,027
0,103 £ 0,022
0,164 £ 0,012
0,333+ 0,166
0,020 + 0,029
0,031 + 0,044
0,016 £ 0,022
0,097 + 0,040
0,060 + 0,005
0,187 £ 0,083
N.D.
0,178 £ 0,107
0,049 £ 0,014
N.D.
10,426 + 12,528
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Como cabria esperar, el comportamiento generalizado es de
pérdidas bastante considerables de los componentes de volatilidad alta
y media, comparadas con las concentraciones detectadas en el zumo
refinado con un contenido en sdlidos insolubles del 13%.

Sin embargo, a nivel cualitativo no se observan pérdidas de
componentes a excepciéon de a-terpineno, carveol y dodecanol que no

son detectados en el zumo desaireado.

Aldehidos.- El comportamiento generalizado de los mismos
muestra pérdidas importantes que oscilan entre un 70 y un 90% del
contenido inicial a la entrada del desaireador, siendo especialmente
significativo en los componentes de elevada volatilidad: hexanal y
octanal. Aldehidos caracteristicos del aroma del zumo de naranja como
decanal, neral y geranial merman su contenido en una proporcion
proxima al 80%; estos componentes son considerados por Shaw
(1991) como importantes contribuidores al aroma del zumo.

También destacamos la escasa pérdida de componentes de baja
volatilidad. Dodecanal solo presenta una disminucion inferior al 40%
como consecuencia del sistema de desaireado, en las condiciones de

operaciéon aplicadas.

Alcoholes.- Estos componentes también sufren pérdidas
importantes tras el desaireado del zumo, pero no son tan significativas
como en el caso de los aldehidos. Las pérdidas detectadas oscilan
entre un 50 y un 75%, siendo mas significativas en los componentes de
mayor volatilidad, a excepcion de 1-heptanol en el que no son
observadas diferencias significativas. Carveol y dodecanol no se
detectan en el zumo desaireado, probablemente debido a su escasa

presencia en el zumo inicial.
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El aumento de la concentracion del a-terpineol esta relacionado
con los procesos de calentamiento del zumo (Slater y Watkins, 1964).
Sin embargo, las condiciones de calentamiento en la desaireacion no
resultan muy enérgicas y también los resultados demuestran una

disminucién en el zumo desaireado.

Hidrocarburos terpénicos.- Estos componentes presentan
comportamientos distintos en relacion al resto de los constituyentes
estudiados.

En general se observa una disminucion importante en los
terpenos de mayor voaltilidad, caso de B-pineno y sabineno que
disminuyen su concentracion en un nivel préximo al 90%, junto con a-
felandreno componente que no llega a ser detectado en el zumo
desaireado.

Diferente es el comportamiento de terpenos de menor volatilidad
como cariofileno, a-humuleno y valenceno que no modifican su

concentracion de forma significativa por efecto de la desaireacion.

Esteres y Cetonas.- Como consecuencia de las limitaciones de
deteccion del SDE, apenas si son detectados los ésteres y cetonas que
presentan una volatilidad elevada. En este caso concreto, destacamos
la pérdida total de butirato de metilo, considerado como un importante
contribuyente al aroma fresco de la naranja, mientras que etil-vinil-
cetona, también definitoria de la fraccion aromatica del zumo, tiene
pérdidas escasas.

El resto de componentes analizados presentan disminuciones en
su concentracion comprendidas entre un 40 y un 50%. Destaca
también la carvona, considerada como indice de degradacion del zumo

por efecto de elevadas temperaturas, que en este caso disminuye.

Estos resultados revelan que la desaireacion en las condiciones

de trabajo utilizadas conlleva una pérdida importante del contenido en
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componentes volatlies, pero no genera la aparicion de componentes
indeseados por efecto del tratamiento térmico al que es sometido el

Zumo.

IV.4.2.2.- Anédlisis estadistico

El analisis de varianza simple aplicado sobre el valor medio de la
suma de concentraciones de todos los componentes, ratifica los
resultados comentados anteriormente, ya que se detectan diferencias
estadisticamente significativas entre los contenidos de aldehidos,
alcoholes y terpenos, no siendo asi en el caso de cetonas y ésteres
como consecuencia de su escasa volatilidad. Los resultados obtenidos

se reflejan el la Tabla 1V.4.2.-2.

Lafuente et al.,, en 1982, estudian los factores que afectan a la
recuperacion y concentracion de la fraccion aromatica del zumo de
naranja, asi como la calidad del zumo reconstituido por reincorporacion
de aromas. Los componentes estudiados por estos autores son de
naturaleza terpénica junto con aldehidos y alcoholes de volatilidad
media, y demuestran que el proceso de recuperacion de aromas
mediante rectificacion es bastante efectivo a pesar de algunas pérdidas
que detectan en estos componentes.

Durante el proceso de desaireado del zumo, el efecto de la
temperatura y el vacio provoca el arrastre de los componentes volatiles
con el vapor de agua y la condensacién de los mismos en la parte
superior del tanque equivale a un sistema de recuperacion de
componentes volatiles, por lo que podemos contrastar nuestros
resultados con los obtenidos por estos autores, quienes a su vez
afirman que aunque se incremente la cantidad de componentes
volatiles al zumo reconstituido no se logra mejorar de forma

significativa el grado de aceptacion del mismo.
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Tabla IV.4.2.2.-2-. ANALISIS DE VARIANZA SIMPLE. ZUMO REFINADO
(10-15% S.1.)-ZUMO DESAIREADO-DESACEITADO.

ALDEHIDOS ALCOHOLES H.TERPENICOS ESTERES CETONAS

REFINADO 7,33+541* 18,63 £8,24* 747,90 +456,20° 0,53 +0,54° 1,52 +1,46°
DESAIREADO | 2,40+ 1,12° 4,94+215° 196,90 + 114,20° 0,15+0,14° 1,14 +1,03°

Los valores de las medias con subindices distintos muestran diferencias significativas entre si, con
un nivel de significacion de p< 0.05

IV.4.2.3.- Componentes volatiles. HS-SPME

En el estudio del espacio de cabeza, dada la mayor riqueza de
componentes de elevada volatilidad en esta fase, resulta mas
significativo el efecto de la desaireacion, como consecuencia de las
mayores pérdidas sufridas por los componentes mas volatiles que
confieren al zumo el aroma frutal tan caracteristico.

El estudio de componentes volatles se lleva a cabo mediante la
aplicacién de SPME, empleando al igual que en los casos anteriores
los dos recubrimientos poliméricos de naturaleza apolar y polar, PDMS

y PA respectivamente.
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IV.4.2.3.1- Extraccion mediante PDMS

Los resultados obtenidos reflejados en la Tabla 1V.4.2.3.-1,
muestran las pérdidas de los componentes de mayor volatilidad. Asi
sucede con acetaldehido, etanol, 1-penten-3-ol, acetato de etilo y
butirato de metilo que son, a su vez, responsables del aroma fresco del

zumo de naranja (Arctander, 1969).

Aldehidos.- Durante el proceso de desaireacion del zumo, dada la
elevada volatilidad de la mayoria de los aldehidos, se observan
pérdidas importantes a nivel cuantitativo, no siendo asi a nivel
cualitativo (con la excepcién del acetaldehido).

Las mayores pérdidas, casi en su totalidad, se detectan en los
aldehidos de volatilidad media: hexanal, octanal, nonanal, y citronelal.
Distinto es el comportamiento de los aldehidos de mayor peso
molecular, en los que las pérdidas son de menor cuantia, dada la baja
volatilidad de los mismos. Otro hecho a destacar es la escasa
presencia del furfural, considerado este como indicador de la
degradacion del zumo de naranja por tratamientos del mismo a
elevadas temperaturas, sin duda mas enérgicas que las aplicadas en
esta desaireacion.

Las pérdidas resultan ser superiores en el caso del estudio del
espacio de cabeza mediante PDMS que en el estudio de los
componentes volatiles totales anterior, lo que sin duda se asocia a las
caracteristicas que definen los métodos y a la importancia de los

constituyentes de elevada volatilidad en el espacio de cabeza.

Alcoholes.- De igual forma que en los aldehidos destacamos la
pérdida de componentes de elevada volatilidad, como etanol y 1-
penten -3-ol. El resto de componentes, a nivel cuantitativo sufren una
pérdida importante de su concentracion, que oscila entre un 80 y un

90% para alcoholes de volatilidad media, (heptanol, octanol, linalol
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y a-terpineol) y un 50-80% para alcoholes de escasa volatilidad,
presentando estos ultimos un comportamiento similar al detectado en

los aldehidos correspondientes.

Hidrocarburos terpénicos.- En este caso hemos de considerar la
elevada afinidad del recubrimiento polimérico hacia estos compuestos,
y en base a ello es posible explicar las diferencias de pérdidas
determinadas a nivel cuantitativo de componentes volatiles totales y el
espacio de cabeza mediante PDMS, ya que estos componentes
presentan una volatilidad media y la afinidad hacia el hexano es
elevada, presentando una buena recuperacién en el sistema de SDE.

Asi las pérdidas mas elevadas corresponden a los terpenos de
mayor volatilidad, superando en la totalidad de los componentes
estudiados el 90% con relacidon al zumo refinado antes de su entrada al
desaireador. Las mayores pérdidas son detectadas para sabineno,
mirceno, o-terpineno y limoneno. Estos componentes corresponden a
los de mayor concentracion detectados en el zumo de naranja
mediante PDMS. La sensibilidad del recubrimiento polimérico hacia
estos componentes es fundamental y definen las enormes pérdidas
determinadas, no siendo significativas para otros componentes de
mayor volatilidad y polaridad.

Contrariamente cariofileno y a-humuleno se comportan de distinto
modo; en el estudio de la concentracion de componentes volatiles
totales, la desaireacion del zumo no afecta en gran medida, pero se
detectan las pérdidas en el espacio de cabeza como consecuencia de
las caracteristicas del recubrimiento polimérico expuestas con

anterioridad.
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Tabla IV.4.2.3.-1,.- COMPONENTES VOLATILES EN ZUMO DE NARANJA
DESAIREADO-DESACEITADO. HS-SPME (PDMS).

Componentes (mg/Kg)

Zumo Desaireado-Desaceitado

Enero Abril Mayo
Acetaldehido N.D. N.D. N.D.
Etanol N.D. N.D. N.D.
Acetona 17,269 + 3,366 16,050 + 6,158 30,928 + 7,887
Metil-vinil-cetona 2,384 + 3,372 N.D. 0,735+ 1,039
Acetato de etilo N.D. N.D. N.D.
1-Butanol N.D. N.D. N.D.
1-Penten-3-ol N.D. N.D. N.D.
Etil-vinil-cetona 1,579 £ 0,776 0,831 +£ 0,002 1,856 £ 0,778
Valeraldehido+2 Pentanol 0,195 + 0,053 0,147 + 0,022 0,222 + 0,126
Butirato de metilo N.D. 0,002 + 0,003 N.D.
3-metil-1-Butanol N.D. 0,240 + 0,339 0,162 + 0,229
Hexanal+Butirato de etilo 0,053 £+ 0,008 0,046 £ 0,011 0,027 + 0,023
Furfural N.D. N.D. 4,325+ 6,116
Trans-2-Hexenal 0,008 £ 0,012 0,015 £ 0,021 0,030 + 0,043
Trans-2-Hexen 1-ol 1,014 + 1,157 0,085+ 0,121 0,254 + 0,359
a-Pineno 0,442 £ 0,123 0,483 + 0,027 0,569 + 0,163
1-Heptanol 0,160 + 0,004 0,285 + 0,003 0,178 + 0,178
Sabineno 0,046 + 0,011 0,067 + 0,029 0,139 + 0,094
B-Pineno 0,035 + 0,0007 0,003 £ 0,001 0,036 + 0,051
Mirceno 0,465 + 0,572 0,828 + 0,138 0,916 + 0,311
Octanal 0,051 £ 0,005 0,009 + 0,005 0,006 + 0,009
o-Felandreno 0,206 + 0,030 0,284 + 0,090 0,338 + 0,137
As-Careno 0,090 + 0,005 0,040 £ 0,018 0,011 + 0,001
a-Terpineno 0,991 £ 0,108 1,090 £ 0,185 0,963 + 0,088
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Limoneno
v-Terpineno
Octanol

Linalol

Nonanal

Citronelal
Terpinen-4-ol
a-Terpineol
Decanal

Acetato de octilo
Nerol+Citronelol
Carveol

Neral

Carvona
Geraniol+Acetato de linalilo
Geranial
Perialdehido
Undecanal

Acet. terpenilo + Acet. citronelilo
Acet. nerilo

Acet. geranilo
Dodecanal
Antranilato de etilo
Cariofileno
a-Humuleno
Dodecanol

Valenceno

33,893 + 5,024
0,441 £ 0,052
0,323+0
0,972 + 0,011
0,019 + 0,001
0,003 + 0,0002
0,454 £ 0,013
0,723 + 0,043
0,075 £ 0,0007
0,002 + 0,0001
0,099 + 0,004
0,015 £ 0,022
0,002 + 0,0007
0,060 + 0,013
0,095 + 0,015
0,016 £ 0,0008
0,025+ 0,013
0,005 + 0,0002
0,003 + 0,0003
0,006 + 0,0002
0,005 + 0,0001
0,0312 + 0,001
N.D.
0,008 + 0,001
0,004 + 0,001
0,016 + 0,001
0,300 + 0,036

37,004 + 5,051
0,509 + 0,094
0,432 + 0,033
0,065 + 0,026
0,005 + 0,001
0,005+ 0
0,722 + 0,161
1,393 + 0,084
0,032 £ 0,037
0,006 + 0,0002
0,079 + 0,104
0,034 + 0,012
0,041 + 0,008
0,058 + 0,016
0,075 + 0,056
0,022 + 0,016
0,011 +£ 0,014
tr
0,007 + 0,004
0,475 + 0,664
0,020 + 0,021
0,028 + 0,004
0,173 £ 0,084
0,001 + 0,002
0,008 + 0,003
0,014 + 0,020
0,493 £ 0,142

32,595 + 0,657
0,452 + 0,041
0,482 + 0,087
0,800 + 0,310
0,018 + 0,036
0,005 + 0,0007
0,581 +£ 0,297
1,240 £ 0,551
0,086 + 0,0001
0,006 + 0,0003
0,143 £ 0,015
0,018 £ 0,025
0,002 + 0,0007
0,033 + 0,036
0,128 + 0,002
0,070 + 0,035
0,014 + 0,005
0,007 + 0,001
0,076 + 0,093
0,010 £ 0,001
0,010 £ 0,002
0,046 + 0,004
0,200 + 0,220
0,018 + 0,019
0,014 +£ 0,004
0,011 + 0,009
1,496 + 1,625
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Esteres y Cetonas.- El comportamiento detectado en estos
componentes es bastante dispar. En relacion a compuestos cetonicos
se determina una ligera disminucién en la concentracion, proxima a la
detectada en el analisis de componentes volatiles totales.

Los ésteres con la excepcidn de acetato de etilo y butirato de
metilo, que no son detectados en el espacio de cabeza del zumo
desaireado, tienen un comportamiento opuesto al descrito en el estudio
de componentes volatiles totales. Como consecuencia de la mayor
concentracion detectada en el caso de acetato de nerilo y la
modificacion casi inapreciable de la concentracion de acetato de
terpenilo y antranilato de etilo. Esto podia explicarse considerando la
mecanica de adsorcion de PDMS, recubrimiento especifico de
componentes apolares en los que la disminucion de la concentracion
de terpenos aumenta la capacidad del recubrimiento por retener otros

componentes de menor polaridad.

IV.4.2.3.2.- Extraccion mediante PA

Los resultados del estudio de la fraccidon volatil en espacio de
cabeza del zumo desaireado mediante PA quedan expuestos en la
Tabla 1V.4.2.3.-2.

El comportamiento generalizado muestra una disminucién
importante en el contenido de componentes volatiles, no llegandose a
detectar acetaldehido, etanol, 1-butanol, acetato de etilo y butirato de
metilo, al igual que en el analisis mediante PDMS. A estos
componentes se les suma la no deteccion de neral y metil-vinil-cetona.
Dada la especificidad del PA hacia componentes de elevada polaridad,
no se aprecia el efecto del desaireado del zumo para determinados
componentes de polaridad y volatilidad bajas; asi sucede con
B-pineno, o-terpineno, y-terpineno, valenceno, geraniol, dodecanol y

acetato de terpenilo.
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Aldehidos.- En el espacio de cabeza del zumo desaireado no se
observan diferencias a nivel cualitativo entre los aldehidos detectados
con el empleo de ambos recubrimientos poliméricos.

Un comportamiento generalizado de los aldehidos, dada la mayor
afinidad hacia la fibra polar, es la mayor adsorcion de los mismos
quedando esta bastante favorecida, lo que se traduce en la deteccion
de menores pérdidas de concentracion por la desaireacion del zumo en
relacion a las cantidades detectadas con PDMS. Con excepcion del
neral, que no llega a ser detectado en el zumo desaireado.

Los aldehidos que sufren mayores pérdidas son hexanal,
citronelal, geranial y undecanal, llegando a superar el 80% de pérdida
de concentracion en relacion al zumo antes de ser desaireado. El resto
de componentes son recuperados por la fibra en mayor proporcion;
esta capacidad de adsorcion del recubrimiento polimérico sobre
determinados componentes depende en gran medida de las
caracteristicas del propio constituyente, los coeficientes de reparto
entre las distintas etapas que conforman el sistema y el tiempo que la
fibra es mantenida en el espacio de cabeza de la muestra.

En relacién a todas estas caracteristicas, puede ocurrir que el
intervalo estimado como tiempo de equilibrio para algunos de los
componentes coincida con el punto de cambio, tiempo en el que
comienza la ralentizacion de la retencion de componentes volatlies por
parte de la fibra, lo que se traduce en una disminucién de la

concentracion detectada no coincidente con la realidad del proceso.
Alcoholes.- El efecto de la desaireacion del zumo sobre los

alcoholes detectados mediante PA se traduce en la no deteccion de

etanol y 1-butanol, al igual que sucedia con la fibra de PDMS. El resto
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Tabla IV.4.2.3.-2.- COMPONENTES VOLATILES EN ZUMO DE NARANJA
DESAIREADO-DESACEITADO. HS-SPME (PA).

Componentes (mg/Kg)

Zumo Desaireado-Desaceitado

Enero Abril Mayo
Acetaldehido N.D. N.D. N.D.
Etanol N.D. N.D. N.D.
Acetona 99,108 £ 42,413 178,421 £ 31,804 117,647 + 7,740
Metil-vinil-cetona N.D. N.D. N.D.
Acetato de etilo N.D. N.D. 0,777 + 0,848
1-Butanol N.D. N.D. N.D.
1-Penten-3-ol N.D. N.D. N.D.
Etil-vinil-cetona 0,460 + 0,131 0,647 + 0,759 0,270 + 0,217
Valeraldehido+2 Pentanol N.D. 0,1+0,141 0,134 £ 0,189
Butirato de metilo N.D. N.D. 0,019 + 0,026
3-metil-1-Butanol 0,057 £ 0,014 0,303 + 0,002 0,204 + 0,018
Hexanal+Butirato de etilo 0,050 + 0,001 0,058 + 0,038 0,051 £ 0,025
Furfural N.D. N.D. N.D.
Trans-2-Hexenal 0,036 + 0,004 0,070 + 0,055 0,145+ 0,137
Trans-2-Hexen 1-ol 0,096 + 0,015 0,153 + 0,090 0,25 £ 0,202
a-Pineno 0,245 + 0,074 0,341 + 0,082 0,376 + 0,142
1-Heptanol 0,008 + 0,0008 0,023 £ 0,013 0,025 + 0,011
Sabineno 0,015 £ 0,005 0,040 + 0,039 0,317 £ 0,297
B-Pineno 0,035 £ 0,007 0,032 + 0,039 0,052 + 0,022
Mirceno 0,669 + 0,211 0,921 £ 0,299 0,930 + 0,289
Octanal 0,070 £ 0,005 0,022 + 0,005 0,049 + 0,026
a-Felandreno 0,021 + 0,004 0,230 + 0,030 0,112+ 0,137
As-Careno 0,071 + 0,0007 0,052 + 0,007 0,050 + 0,019
a-Terpineno 0,067 £ 0,016 0,176 £ 0,051 0,188 + 0,036
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Limoneno
y-Terpineno
Octanol

Linalol

Nonanal

Citronelal
Terpinen-4-ol
a-Terpineol
Decanal

Acetato de octilo
Nerol+Citronelol
Carveol

Neral

Carvona
Geraniol+Acetato de linalilo
Geranial
Perialdehido
Undecanal
Acet.terpenilo + Acet. citronelilo
Acet. nerilo

Acet. geranilo
Dodecanal
Antranilato de etilo
Cariofileno
a-Humuleno
Dodecanol

Valenceno

31,675 £ 8,005 40,036 + 10,120 40,501 + 8,662

0,057 £ 0,012
0,217 £ 0,009
0,331 +£ 0,007
0,049 £ 0,001
0,003 + 0,0002
0,310 £ 0,001
0,345 £ 0,005
0,162 + 0,007
0,003 + 0,004
0,061 + 0,003
0,041 £ 0,058
0,001 + 0,002
0,074 £ 0,016
0,081 + 0,008
0,021 £ 0,007
0,045 + 0,008
0,007 + 0,005
0,003 £ 0,001
0,006 + 0,0001
0,005 + 0,0003
0,041 + 0,001
0,004 + 0,005
0,006 + 0,004
0,005 + 0,001
0,011 £ 0,002
0,337 £ 0,06

0,125 + 0,031
0,332 + 0,092
0,331+ 0,038
0,041 + 0,004
0,005 + 0,0004
0,506 + 0,072
0,684 + 0,026
0,172 + 0,029
0,006 + 0,009
0,098 + 0,019
N.D.
tr
0,087 + 0,026
0,102 + 0,039
0,042 + 0,012
0,035 + 0,002
0,013 + 0,006
0,006 + 0,0005
0,006 + 0,001
0,007 + 0,002
0,036 + 0,002
N.D.
0,015 + 0,002
0,010 + 0,001
0,008 + 0,011
0,671 +0,281

0,124 + 0,004
0,356 + 0,074
0,270 £ 0,06
0,035+ 0,01
0,004 +0
0,413+ 0,174
0,624 +£ 0,272
0,179 £ 0,031
0,013+0
0,104 + 0,017
0,061+ 0,013
0,001 + 0,001
0,084 + 0,013
0,512 £ 0,702
0,035 + 0,038
0,033 + 0,026
0,010 + 0,001
0,011 +£ 0,003
0,007 + 0,001
0,009 + 0,003
0,050 + 0,011
0,123+ 0,174
0,018 £ 0,026
0,019 + 0,003
0,051 + 0,054
1,710 £ 1,721
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de componentes de volatilidad media sufren pérdidas de
concentracion que oscilan entre el 60 y el 75% de su concentracion
inicial, con excepcion de 3-metil-1-butanol y 1-heptanol, que no
superan el 30% de pérdidas. Alcoholes de menor volatilidad y
polaridad, caso de geraniol y dodecanol no sufren modificaciones de
concentracion tras la desaireacidon del zumo segun lo detectado

mediante PA. Lo contrario que sucede con la extraccion con PDMS.

Hidrocarburos terpénicos.- Estos componentes, en su deteccidn
mediante recubrimiento polar, denotan menos modificaciones de
concentracion, como consecuencia de la escasa afinidad de los
mismos hacia la fibra. Asi, B-pineno, o-terpineno, y-terpineno vy
valenceno, no presentan modificaciones de concentracion tras la etapa
de desaireacion del zumo, frente a las elevadas pérdidas detectadas
por los mismos con el empleo de PDMS. En la determinacion de
componentes volatiles totales los resultados obtenidos para los
terpenos son mas préoximos a los encontrados con PA, a excepcion de

los componentes que no modifican su concentracion.

Esteres y Cetonas.- Las cetonas de elevada volatilidad detectadas
mediante PA no sufren apenas modificaciones de concentracion tras la
etapa de desaireacion. Este hecho unicamente se explica atendiendo a
lo anteriormente expuesto del comportamiento de la fibra en la
adsorcion de componentes volatiles.

Los ésteres de elevada volatilidad como acetato de etilo y butirato
de metilo no son detectados, al igual que con el empleo de PDMS. El
resto de componentes analizados presentan un comportamiento similar
a lo detectado mediante el analisis de componentes volatiles totales, lo
que puede traducirse en una buena adecuacion de la fibra hacia la

deteccidn de ésteres en el espacio de cabeza de disoluciones acuosas.
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IV.4.2.4 .- Analisis estadistico

El efecto de la desaireacion sobre los componentes volatiles en
espacio de cabeza también se ha determinado considerando las
diferencias significativas existentes entre las concentraciones de los
diferentes componentes a la entrada y salida del desaireador.

Los resultados de estas relaciones en el analisis de componentes
volatiles mediante el empleo de PDMS aparecen en la Tabla IV.4.2.4.-
1.

Tabla IV.4.2.4.-1.-. ANALISIS DE VARIANZA SIMPLE. ZUMO REFINADO
(10-15% S.1.)-ZUMO DESAIREADO-DESACEITADO. HS-SPME (PDMS).

ALDEHIDOS ALCOHOLES H.TERPENICOS ESTERES CETONAS

REFINADO 493 +3,15° 2245+7,47%° 609,7+156,4®° 1,32+1,28% 31,83 +14,44°
DESAIREADO | 0,41+0,07° 3,77+0,56° 3843+411° 0,33+0,41*® 23,93+9,26°

Los valores de las medias con subindices distintos muestran diferencias significativas entre si, con
un nivel de significacion de p< 0.05.

Las medias obtenidas, demuestran que la desaireacion del zumo
lleva asociada una pérdida importante de constituyentes volatiles,
dandose la existencia de diferencias estadisticamente significativas
entre las concentraciones detectadas para aldehidos, alcoholes y
terpenos, pero que no lo son en el caso de cetonas y ésteres. Estos
resultados coinciden con los obtenidos anteriormente en el caso del
analisis de componentes volatiles totales, quedando mas reflejado este
hecho en el estudio de la composicion del espacio de cabeza en el

zumo desaireado mediante PDMS.
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El analisis estadistico aplicado al estudio del efecto de Ia
desaireacion sobre la composicion aromatica del zumo, mediante el
empleo de PA como recubrimiento polimérico, muestra los resultados
de la Tabla1V.4.2.4.-2.

Tabla IV.4.2.4.-2..-. ANALISIS DE VARIANZA SIMPLE. ZUMO REFINADO
(10-15% S.1.)-ZUMO DESAIREADO-DESACEITADO. HS-SPME (PA).

ALDEHIDOS ALCOHOLES H.TERPENICOS ESTERES CETONAS

REFINADO 2,08 +0,85° 10,18 +11,48° 88,61+17,41° 0,88+0,79° 245,40 +137,20°
DESAIREAD | 1,21+1,04% 723+14,34% 4298+13,54° 0,39+0,54° 123,30 + 44,66°

Los valores de las medias con subindices distintos muestran diferencias significativas entre si, con
un nivel de significacion de p< 0.05

Los resultados obtenidos muestran la existencia de diferencias

estadisticamente significativas unicamente en el caso de terpenos.

Con el empleo de ambos recubrimientos poliméricos detectamos
pérdidas marcadas en la concentracion de componentes volatiles, pero
atendiendo a los resultados obtenidos podriamos deducir que
estadisticamente estas pérdidas quedan mucho mas definidas con el
empleo de PDMS.

Para explicar mejor este hecho se realiza un analisis estadistico
de las diferencias encontradas en la determinacién de constituyentes
volatiles con el empleo de ambos recubrimientos sobre un mismo
sustrato. El estudio comparado de la adsorcidn de componentes
volatiles en espacio de cabeza mediante el empleo de los dos
recubrimientos poliméricos, nos informara a cerca de la idoneidad de

cada una de estos en la determinacién de componentes volatles del
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zumo desaireado. Los resultados obtenidos quedan reflejados en la
Tabla IV.4.2.4.-3.

Tabla 1V.4.2.4-3.-. ANALISIS DE VARIANZA SIMPLE PDMS-PA EN ZUMO
DESAIREADO-DESACEITADO

ALDEHIDOS ALCOHOLES H.TERPENICOS ESTERES CETONAS
PDMS 0,41 +0,07° 3,77 £ 0,56° 38,43 +4,11° 0,35+0,41° 23,93 +9,26°
PA 1,21+1,04° 7,26 +14,34*° 42,98 + 13,54° 0,39+0,54° 132,30 + 44,16"

Los valores de las medias con subindices distintos muestran diferencias significativas entre si, con
un nivel de significacién de p< 0.05

Los resultados estadisticos referentes a las diferencias en las
concentraciones medias de los constituyentes entre el zumo refinado y
el desaireado mostraban la mejor adecuacion de PDMS frente al PA.
Sin embargo, el estudio comparado de la capacidad de adsorcion de
cada uno de estos recubrimientos sobre el zumo desaireado, muestra
una mejor adecuacion del PA, ya que los valores absolutos de las
concentraciones superan a los detectados mediante PDMS. Este dato
contrasta con la no deteccion de diferencias estadisticamente
significativas en el empleo de ambos recubrimientos; excepto en el
caso de cetonas, el problema se asocia a la deteccidn con PA de la
acetona, como ha sido comentado en apartados anteriores.

Estos datos definen la mejor adecuacion del PA en la deteccién
de componentes polares en muestras polares cuando el contenido en
componentes apolares no es elevado, tal como expresan Steffen y

Pawliszyn en 1996.
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IV.4.3.- Efecto de la pasteurizacién

La pasteurizacidn es una operacion esencial para conseguir una
conservacion de larga vida en el zumo de naranja. Con la
pasteurizacion se consigue la destruccidon de microorganismos vy, lo que
es mas importante en los zumos de naranja, la inactivacion de enzimas
a base de calentar el producto a temperaturas de hasta 95°C durante
periodos en torno a los 30 segundos. Este proceso corresponde con la
ultima etapa de la industrializacion del zumo simple que contemplamos
en esta memoria de Tesis; en ella el zumo se somete a elevadas
temperaturas, que indudablemente han de afectar a la composicion del

zumo y especialmente a la fraccién aromatica.

Por ello, en este apartado analizamos el efecto de Ia
pasteurizacion sobre la fraccion aromatica del zumo, realizando un
estudio comparado entre los constituyentes volatiles totales y en

espacio de cabeza respecto a los del zumo desaireado.

IV.4.3.1.- Componentes volatiles. SDE

El analisis de la fraccion aromatica total del zumo pasteurizado,
como en los casos anteriores, se realiza con la técnica de SDE.
Atendiendo a las limitaciones del método definidas con anterioridad, los
resultados obtenidos quedan reflejados en la Tabla 1V.3.1.-2., recogida
anteriormente.

A nivel cualitativo encontramos diferencias minimas en
composicion entre el zumo desaireado y el zumo pasteurizado, ya que
unicamente se observa la no deteccion de 1-heptanol y a-felandreno en
el zumo pasteurizado. A nivel cuantitativo, encontramos que las
pérdidas en las concentraciones de los componentes en la mayoria de

los casos son inapreciables.
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La eliminacién previa de la mayor parte de los componentes
volatiles en la operacién conjunta de desaireado-desaceitado limita la
extension del dano térmico de la pasteurizacion en el zumo asi

elaborado.

Aldehidos.- Los aldehidos, muestran mayores pérdidas en los
componentes de mayor volatilidad, pero no superan en ninguno de los
casos el 50% con relacibn a la concentracion a la salida del
desaireador; tal es el caso de valeraldehido y hexanal. En el resto de
componentes analizados las pérdidas pueden ser consideradas
inapreciables.

Por tanto, se puede afirmar que la pasteurizacion practicamente
no afecta a las concentraciones de los aldehidos: no se detectan la
aparicion de aldehidos cuya presencia indica tratamientos térmicos
abusivos del zumo como furfural, considerado como indicador de la

calidad en zumos (Lee y Nagy, 1996).

Alcoholes.- Los alcoholes tampoco quedan afectados durante la
etapa de pasteurizacion. El estudio comparado de las concentraciones
detectadas en el zumo desaireado y el zumo a la salida del
pasteurizador no denotan cambios significativos tanto a nivel cualitativo
como cuantitativo.

Al igual que para los aldehidos tampoco se detecta el aumento de
concentracion de componentes relacionados con el desarrollo de olores
desagradables (“off-flavours”) en el zumo por efecto de la temperatura.
En el zumo de naranja el mas caracteristico de todos es a-terpineol,
considerado por Slater y Watkins (1964) como indicador de un
tratamiento térmico elevado durante el procesado industrial. En nuestro
estudio este componente no modifica apenas su concentracién tras la
pasteurizacion del zumo.

De estos resultados se deduce que la pasteurizacion no modifica

el contenido en alcoholes de los componentes volatiles totales
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estudiados. Las variaciones en concentracion de estos componentes

ocurren en mayor medida en la etapa del desaireado.

Hidrocarburos terpénicos: Estos componentes terpénicos, al igual
que en los casos anteriores, no sufren pérdidas de concentracion por

pasteurizacion del zumo respecto al zumo desaireado.

Esteres y Cetonas.- Los ésteres tampoco sufren cambios
importantes en su concentracion, y en relacibn a las cetonas
detectadas, destaca la disminucion de etil-vinil-cetona y el aumento en
concentracion de carvona, considerado como derivada de la oxidaciéon

del d-limoneno (Moshonas y Shaw, 1990).

IV.4.3.2.- Anédlisis estadistico

El analisis de varianza simple entre las concentraciones de los
componentes volatiles totales detectados en el zumo desaireado y el
zumo pasteurizado (Tabla 1V.4.3.2.-7), muestra la no existencia de
diferencias estadisticamente significativas entre ambas modalidades de
zumo. Estos resultados refuerzan lo expresado anteriormente, por lo
cual podemos deducir que, en nuestra experiencia, la etapa de
pasteurizacion no afecta al contenido en componentes volatiles totales

determinados mediante SDE del zumo desaireado-desaceitado.
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Tabla IV.4.3.2.-1-. ANALISIS DE VARIANZA SIMPLE. ZUMO DESAIREADO-
DESACEITADO-ZUMO PASTEURIZADO.

ALDEHIDOS ALCOHOLES H.TERPENICOS ESTERES CETONAS

DESAIREADO 2,40 +1,12° 4,94 +2,15%° 196,90 + 114,2° 0,15+0,14* 1,14 +1,03°
PASTEURIZADO | 1,75+ 1,07* 4,74 +1,41° 190,7+72,14° 0,15+0,12° 0,71 +0,79°

Los valores de las medias con subindices distintos muestran diferencias significativas entre si, con
un nivel de significacion de p< 0.05

I\V.4.3.3.- Componentes volatiles. HS-SPME

El analisis del efecto de la pasteurizacion sobre los componentes
volatiles en espacio de cabeza del zumo desaireado no muestra
grandes variaciones como consecuencia de la gran pérdida de
componentes de elevada volatilidad sufrida en la desaireacion-

desaceitado del zumo.

IV.4.3.3.1- Extraccion mediante PDMS

El analisis de los componentes volatiles en el espacio de cabeza
del zumo pasteurizado y del zumo desaireado mediante PDMS se
recoge en las Tablas 1V.3.2.2.-1y IV.4.2.3.-1. Los resultados obtenidos
muestran la escasa incidencia de la pasteurizacion sobre la
composicion cualitativa y cuantitativa de los constituyentes volatiles,
destacando que no se detectan 3-metil-1-butanol, trans-2-hexenal y
trans-2-hexenol en el espacio de cabeza del zumo ya pasteurizado.

El resto de componentes apenas sufren modificaciones en su
concentracion, por lo que no realizamos el estudio detallado de los
constituyentes, sino que establecemos un visibn general de los

mismos.
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Destaca que la adsorcidon de componentes tales como hexanal,
octanal, nonanal, B-pineno, linalol, dodecanol y cariofileno, queda
favorecida tras la pasteurizacion del zumo, en el recubrimiento
polimérico; frente a geranial, As-careno, acetato de terpenilo y
antranilato de etilo en los que se detecta una disminucion importante de

sSus concentraciones.

IV.4.3.3.2.- Extraccion mediante PA

Dada la escasa incidencia de la pasteurizacion sobre los
componentes volatiles del zumo desaireado, el analisis de los mismos
mediante PA (Tablas 1V.3.2.2.-3y IV.4.2.3.-2) confirma lo anteriormente
detectado en el andlisis de componentes volatiles totales y en espacio

de cabeza mediante PDMS.

IV.4.3.4.- Analisis estadistico

IV.4.3.4.1.- Empleo de PDMS

El analisis estadistico de las concentraciones medias en ambas
muestras de zumo nos confirma estas afirmaciones, tal como queda
reflejado en la Tabla IV.4.3.4.-1.

Estos resultados resaltan Ila escasa incidencia de la
pasteurizacion sobre la fraccion volatil en espacio de cabeza del zumo
de naranja desaireado, en la cual no encontramos diferencias
significativas entre los valores medios de las concentraciones de los
distintos componentes, siendo a su vez los valores absolutos préximos

entre si.
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Tabla 1V.4.3.4.-1.-. ANALISIS DE VARIANZA SIMPLE. ZUMO DESAIREADO-
DESACEITADO-ZUMO PASTEURIZADO. HS-SPME (PDMS).

ALDEHIDOS ALCOHOLES H.TERPENICOS ESTERES CETONAS

DESAIREADO 0,41+0,07* 3,77+0,56° 38,43+4,11% 0,35+0,40° 23,93+9,26°
PASTEURIZADO | 0,58 +0,38% 3,37+0,25% 37,83+12,39° 1,14+1,65° 25,24 +9,74°

Los valores de las medias con subindices distintos muestran diferencias significativas
entre si, con un nivel de significacién de p< 0.05

IV.4.3.4.2.- Empleo de PA

El estudio estadistico de los datos obtenidos en la extraccidon
mediante PA, refleja de igual forma que no existen diferencias
significativas entre los valores medios de las concentraciones

detectadas. Estos resultados aparecen en la Tabla IV.4.3.4.-2.

Aunque a nivel de valores absolutos, con el empleo de PA como
recubrimiento se observa la disminucion de las concentraciones de
aldehidos, alcoholes, hidrocarburos terpénicos y ésteres, o que no
sucede para las cetonas. De nuevo se deduce la importancia de la
naturaleza del recubrimiento polimérico y de la matriz acuosa sobre la

valoracién de componentes volatiles en zumo de naranja.
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Tabla 1V.4.3.4.-2.- ANALISIS DE VARIANZA SIMPLE. ZUMO DESAIREADO-
DESACEITADO-ZUMO PASTEURIZADO. HS-SPME (PA).

ALDEHIDOS ALCOHOLES H.TERPENICOS ESTERES CETONAS

DESAIREA. 1,21+1,04° 7,23+14,34% 4298 +13,54° 0,39+0,54° 132,30 +44,16°
PASTEURIZ. | 0,71+0,32° 2,66 +3,04° 38,02+5,89% 0,14 +0,14% 226,90+ 110,40°

Los valores de las medias con subindices distintos muestran diferencias significativas entre si, con
un nivel de significacion de p< 0.05

Terminamos el estudio con una vision global del efecto del
procesado, para ello realizamos una valoracibn comparada de la
fraccidn aromatica en el zumo de naranja en las primeras etapas del

procesado y el producto final.

IV.4.4.- Efecto global del procesado industrial sobre los

componentes volatiles. Zumo refinado-zumo pasteurizado.

De acuerdo con los resultados obtenidos en los apartados
anteriores, el zumo durante el procesado sufre una serie de cambios
que indudablemente causan una modificacion de su aroma original. El
estudio comparado de las concentraciones de los constituyentes
volatiles en el zumo ya refinado, considerado este como un zumo
recién exprimido por la industria, de caracteristicas homogéneas, vy el
producto acabado 6 zumo pasteurizado bebible, nos informa acerca del
efecto global del procesado industrial sobre los constituyentes volatiles
totales y en espacio de cabeza del zumo de naranja.

Considerando el hecho de que la pasteurizacién apenas si
modifica la composicion cualitativa y cuantitativa de la fraccidon
aromatica del zumo desaireado, el estudio comparado de la

composicion aromatica entre el zumo refinado y el pasteurizado es
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bastante proximo al anteriormente descrito entre el zumo refinado y el
zumo desaireado.

Por este motivo, en este apartado nos limitamos al estudio
estadistico de las diferencias significativas existentes en el contenido
de componentes volatiles entre las tres etapas definitorias del
procesado industrial, considerando, el zumo refinado, el zumo

desaireado y el zumo pasteurizado.

IV.4.4.1.- Componentes volatiles. SDE

Las anteriores Tablas IV.4.1.1.-1 y IV.3.1.-2 recogian la
composicidn cualitativa y cuantitativa de los componentes volatiles
totales en zumo de naranja refinado y =zumo pasteurizado,
respectivamente.

El analisis estadistico de las concentraciones de los componentes
agrupados en base a su naturaleza quimica (Tabla 1V.4.4.1.-1.)
muestra la existencia de diferencias estadisticamente significativas
entre los contenidos de aldehidos, alcoholes y terpenos, pero no ocurre
asi en el caso de ésteres y cetonas.

No existen diferencias estadisticamente significativas entre
ésteres y cetonas, lo que se debe a la variabilidad del método en la
determinacién cuantitativa de estos componentes, ya que se detectan
claramente diferencias importantes en los valores medios absolutos de
los mismos.

Las diferencias significativas encontradas en el contenido de los
aldehidos se deben en gran parte a los componentes mayoritarios
presentes en el zumo refinado: decanal, octanal y valeraldehido,
procedentes de la incorporacion de aceite esencial de la corteza de
naranja durante el exprimido. Estos componentes experimentan
pérdidas importantes de concentracién; asi por ejemplo el decanal

presente en el zumo refinado en una concentracién que oscila entre
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2,27 y 2,79 ppm, es detectado en el zumo pasteurizado a niveles de
0,33y 0,88 ppm.

Tabla. IV.4.4.1-1-. ANALISIS DE VARIANZA SIMPLE. ZUMO REFINADO-ZUMO
DESAIREADO-ZUMO PASTEURIZADO.

ALDEHIDOS ALCOHOLES H.TERPENICOS ESTERES CETONAS

REFINADO 733+541* 18,63 +8,24® 747,90 +456,20° 0,53 +0,54° 1,52 +1,46°
DESAIREADO 240+1,12° 494+215° 196,90 +114,20° 0,15+0,14® 1,14 +1,03°
PASTEURIZADO | 1,75+1,07° 4,74+1,41° 190,7+72,14® 0,15+0,42°® 0,71 +0,79°

Los valores de las medias con subindices distintos muestran diferencias significativas
entre si, con un nivel de significacién de p< 0.05

Octanal y decanal son considerados como componentes bastante
influyentes en la calidad del aroma de la naranja por autores como
Arctander (1969) y Boelens y van Gemert (1987). Sin embargo, Ahmed
et al. (1978a) encuentran que concentraciones de decanal superiores a
0,72 ppm influyen de forma negativa en la calidad organoléptica del
zumo. Con lo cual podriamos deducir que con este procesado industrial
se favorece la disminucién de la concentracion de estos componentes,
mejorando en este sentido la calidad del aroma del zumo de naranja y

sSu conservacion.

Con relacion a los alcoholes mayoritarios detectados en el zumo
de naranja refinado: octanol, linalol, terpinen-4-ol y a-terpineol,
procedentes de la incorporacion de aceite esencial, tienen pérdidas
bastante significativas. En concreto, a-terpineol -que procede de la
degradacion del limoneno- es considerado por autores como Tatum et

al. (1975) un indice de la pérdida de calidad del aroma del zumo, y su
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presencia comienza a ser problematica en niveles superiores a 2ppm.
En nuestro estudio el contenido en este componente varia entre 2,35-
4ppm en el zumo refinado hasta 0,5 y 1ppm en el zumo pasteurizado,
que supone una disminucion importante, quedando la concentracion
presente en el producto acabado en un nivel inferior al establecido por

estos autores.

El contenido en hidrocarburos terpénicos también sufre una
disminucion importante durante el procesado industrial. Los
componentes mayoritarios detectados en el zumo refinado son
limoneno, mirceno, a-pineno y valenceno. Estos componentes no estan
presentes en la fraccidon aromatica del zumo, sino que proceden de la
incorporacion de aceite esencial durante la extraccion. El a-pineno es
considerado por autores como Ahmed et al. (1978a), como un
importante factor de la calidad de la fraccion aromatica del zumo de
naranja. En nuestro estudio encontramos pérdidas del contenido en
este componente, ya que la concentracién detectada en el mismo
oscila entre 3 y 2 ppm en el zumo refinado y 1 y 0,05 ppm en el

pasteurizado.

Esteres y cetonas, -componentes caracterizados por conferir
calidad a la fraccion aromatica del zumo- como acetato de etilo, y
butiratos de etilo y metilo, segun lo establecido por Nisperos-Carriedo y
Shaw en 1990, son considerados también como indices de calidad en
la fraccion aromatica del zumo, destacando que una disminucion del
contenido supone un empobrecimiento de la calidad del mismo. En
nuestro estudio unicamente podemos referirnos a butirato de etilo y de
metilo como consecuencia de la no deteccion del acetato de etilo
mediante SDE; destaca una pérdida importante en estos componentes
en el zumo de naranja pasteurizado. Butirato de etilo asociado en la
deteccién con el hexanal, experimenta pérdidas desde 0,5 ppm en el

zumo refinado a 0,07 ppm en el pasteurizado, ademas de la casi
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desaparicion de butirato de metilo, que soélo se detecta en las muestras
correspondientes al mes de abril y a una concentracién de 0,04 ppm
frente a las 0,4 ppm detectadas en el zumo refinado en las muestras
correspondientes al mes de enero.

Las cetonas detectadas han sido etil-vinil-cetona, de elevada
volatilidad, y carvona, considerada esta ultima como agente indicador
de la degradacién del zumo pues procede de la hidrdlisis acida del
limoneno (Moshonas y Shaw, 1990). Destacamos el efecto de la
disminucién del contenido en carvona, lo que supondria en este caso
un aumento de la calidad de la fraccion aromatica del zumo, ademas
de indicarnos que el procesado industrial no induce hacia la formacion
de productos de degradacién de otros componentes.

Del analisis de componentes volatiles totales mediante SDE, se
deduce que el efecto del procesado industrial utilizado en este trabajo —
ya que no se recuperan componentes de elevada volatilidad-, resulta
favorable como consecuencia de la reduccion de los niveles de
determinados componentes que a elevadas concentraciones suponen

el desarrollo de aromas desagradables.

IV.4.4.2.- Componentes volatiles. HS-SPME

Como ha sido detallado en los apartados anteriores el estudio de
la fraccidén volatil en espacio de cabeza es mas significativa de la
evolucion de los constituyentes volatiles durante el procesado

industrial, dada la mayor capacidad de deteccion del método.
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IV.4.4.2 .1- Extraccion mediante PDMS

El analisis del efecto del procesado sobre los componentes
volatiles considerando PDMS como recubrimiento polimérico, muestra
la existencia de diferencias estadisticamente significativas en el
contenido de aldehidos, alcoholes y terpenos, no siendo asi entre
ésteres y cetonas. Estos resultados quedan reflejados en la Tabla
IV.4.4.2.-1.

Tabla. 1V.4.4.2.-1. ANALISIS DE VARIANZA SIMPLE. ZUMO REFINADO-ZUMO
DESAIREADO-ZUMO PASTEURIZADO.HS-SPME (PDMS).

ALDEHIDOS ALCOHOLES H.TERPENICOS ESTERES CETONAS

REFINADO 4,92 +3,14° 2245+7,47° 609,7+156,4° 1,32 +1,28° 31,83 + 14,44°
DESAIREADO 0,41+0,07° 3,77+056° 3843+411° 0,33+0,41° 23,93 +9,26°
PASTEURIZADO | 0,58 +0,38° 3,37+0,25° 37,83+12,39° 1,14+1,65% 2524+9,74°

Los valores de las medias con subindices distintos muestran diferencias significativas entre si, con un
nivel de significacion de p< 0.05

El estudio comparado de las concentraciones detectadas en los
productos al inicio y al final del procesado, muestra a nivel de
componentes individuales pérdidas importantes, no siendo detectados
acetaldehido, furfural, trans-2-hexenal, etanol, 1-penten-3-ol, 3-metil-1-
butanol, trans-2-hexen-1-ol, metil-vinil-cetona, acetato de etilo y butirato
de metilo. Estos componentes son solubles en agua y considerados
como importantes contribuyentes al aroma fresco de la naranja (Shaw,
1991).

Todos los compuestos identificados en este estudio han sido

anteriormente identificados como constituyentes del zumo de naranja y
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del aceite esencial por Maarse y Visscher en 1989, aunque para
muchos de estos compuestos su contribucion al aroma del zumo de
naranja no ha sido definida. Alguna indicacion de la contribucion de
estos componentes a nivel individual puede ser llevada a cabo por
comparacion del umbral de deteccidon de los mismos en aire o en agua
con la cantidad presente en el zumo de naranja (Moshonas y Shaw,
1994).

Con relacibn a los aldehidos, los detectados en mayor
concentracion en el espacio de cabeza del zumo refinado
corresponden a octanal, decanal y hexanal, considerados por Shaw
(1991) como importantes contribuidores en el aroma del zumo de
naranja, estos componentes sufren pérdidas importantes en su
concentracion en el procesado industrial. Asi sucede con el decanal,
componente que ha sido detectado en el zumo refinado en una
concentracion de 0,92 ppm y 0,2 ppm, frente a la cantidad detectada en
el zumo pasteurizado que oscila entre 0,085 y 0,072 ppm. El umbral de
deteccion olfatométrico de este componente en agua es de 0,002 ppm
(Fazzalari, 1978) y 0,0049 ppm (Pino et al., 1986), lo que explica su
representacion en la fraccion aromatica del zumo. La disminucién
detectada tras el procesado no supone una pérdida total de deteccion,
pero si que merma la calidad del aroma del zumo de naranja.

Ahmed et al. (1978a) determinan, no obstante, que sdlo
concentraciones de decanal superiores a 0,72 ppm influyen de forma
negativa en la calidad organoléptica del zumo. Segun este mismo
autor, trans-2-hexenal, componente no detectado en el zumo
pasteurizado, presenta un nivel de deteccion de 0,0024 ppm, nonanal
0,0025 ppm, octanal 0,0014 ppm, citral 0,0085 y perialdehido 0,0030
ppm. Las concentraciones a que han sido detectados estos
componentes en el zumo pasteurizado supera estos limites de
deteccion olfatométrica, excepto en el caso del neral, componente cis
del citral, para el que la concentracion detectada no supera los limites

de deteccién umbral determinados.
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Efecto del procesado industrial

Los hidrocarburos terpénicos, componentes mayoritarios del
aroma en la naranja, dada su menor volatilidad no son detectadas
diferencias a nivel cualitativo. Limoneno, a-pineno y B-mirceno, son los
terpenos detectados en mayor concentraciéon en el zumo de naranja
refinado; estos componentes han sido considerados por Shaw (1991)
como importantes contribuyentes al aroma en la naranja.

Con excepcion del limoneno, de ninguno de estos componentes
se ha determinado los niveles 6ptimos a los que deben estar presentes
en el zumo; no obstante, cantidades elevadas de estos componentes
no estan relacionadas con la calidad de los zumos de naranja
(Moshonas y Shaw, 1994).

El nivel 6ptimo para el limoneno en zumo procesado oscila entre
150-220 ppm (Carter, 1990). Encontrandose su nivel umbral de
deteccion en 0,06 ppm (Ahmed et al., 1978b) y 0,229 ppm (Pino et al.,
1986). En nuestro estudio el contenido en limoneno en espacio de
cabeza es de 35 ppm en el zumo ya pasteurizado.

Los alcoholes detectados en mayor concentracién en el zumo
refinado son etanol, octanol, linalol y a-terpineol. Tras el procesado
industrial su presencia disminuye en gran medida; en el caso del linalol,
la concentracion varia desde 6 ppm a 1ppm, siendo su limite de
deteccion umbral de 0,0053 ppm (Ahmed et al., 1978a) y de 0,0047
ppm (Pino et al., 1986).

El etanol, componente no detectado mediante PDMS en el
espacio de cabeza del zumo pasteurizado, presenta un limite de
deteccion olfatométrico de 1150 ppm (Pino et al., 1986), siendo la
cantidad mas elevada detectada en el zumo refinado de 6 ppm.

En relacion a los ésteres acetato de etilo y butirato de metilo, no
detectados en el espacio de cabeza del zumo pasteurizado, autores
como Shaw (1991), declaran que estan presentes en la mayoria de los
zumos procesados por encima del nivel de deteccion umbral

olfatométrico, dato no coincidente con nuestros resultados.
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IV.4.4.2.2.- Extraccion mediante PA

El analisis del efecto del procesado sobre los componentes en
espacio de cabeza del zumo de naranja determinado mediante el
recubrimiento de PA, muestra la existencia de diferencias
estadisticamente significativas unicamente entre aldehidos y terpenos,

tal como se exponen en los resultados de |la Tabla 1V.4.4.2.-2.

Tabla. IV.4.4.2.-.2.- ANALISIS DE VARIANZA SIMPLE. ZUMO REFINADO-ZUMO
DESAIREADO-ZUMO PASTEURIZADO HS-SPME (PA).

ALDEHIDOS ALCOHOLES H.TERPENICOS ESTERES CETONAS

REFINADO 2,08 +0,85" 10,18+11,48° 88,61+17,41° 0,88+0,79° 2454 +137,2°
DESAIREADO 1,20 +1,04®®  7,23+14,34° 42,98 +13,54° 0,39+0,54° 132,3+44,16°
PASTEURIZADO | 0,71 +0,32° 2,67 + 3,04° 38,02+5,89° 0,14+0,14° 226,9+ 110,4°

Los valores de las medias con subindices distintos muestran diferencias significativas entre si, con un
nivel de significacion de p< 0.05

El comportamiento encontrado en los componentes volatiles
determinados mediante este recubrimiento es similar al de PDMS. Se
resalta que el nivel de sensibilidad en la deteccion de componentes de
elevada polaridad y volatilidad en este recubrimiento resulta mucho
mas efectivo que con PDMS, con el que no se detectan en el espacio
de cabeza del zumo pasteurizado: etanol, 3-metil-1-butanol, trans-2-
hexen-1-ol, trans-2-hexenal y acetato de etilo, todos ellos componentes

solubles en agua.
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Efecto del procesado industrial

Steffen y Pawliszyn en 1996, comparan la capacidad de adsorcion
de ambos recubrimientos poliméricos, sobre 17 estandares de
referencia caracteristicos del zumo de naranja, encontrando una mayor
capacidad de retencion de PA para componentes de mayor volatilidad y
polaridad. Este es el caso de butirato de etilo, butirato de metilo,
octanal, linalol, o-terpineol,..., frente a una mayor capacidad de
retenciéon de PDMS para los componentes térpenicos y decanal.

En nuestro trabajo estos resultados no son coincidentes pues lo
expresado por estos autores no es extensible a todo tipo de muestras.
Segun los resultados obtenidos podemos afirmar que en muestras con
elevado contenido en componentes de volatilidad alta y media (zumo
refinado, p.ej.), la retencion de los componentes de baja polaridad,
como octanal, linanol, a-terpineol,..., y los hidrocarburos terpénicos, es
mucho mas efectiva en PDMS que en PA; sin embargo, los
componentes claramente solubles en agua, son retenidos
mayoritariamente en el recubrimiento de PA, como consecuencia de la
mayor constante de reparto existente entre esta fibra y los
componentes de naturaleza polar.

Muestras con un contenido elevado en componentes de elevada
volatilidad y menor presencia de componentes de volatilidad media,
como sucede en el zumo con un contenido de sdlidos insolubles inferior
al 3%, 6 en el zumo de naranja exprimido a mano, la capacidad de
retencién del PDMS supera la del PA en los componentes oxigenados
solubles en aceite esencial, pero no para los componentes terpénicos,
ya que no se detectan diferencias importantes a nivel cuantitativo en su

determinacion.
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IV.5.- DISTRIBUCION DE COMPONENTES VOLATILES ENTRE
PULPA'Y SUERO EN EL ZUMO DE NARANJA.

Una de las etapas iniciales en el procesado industrial del zumo de
naranja consiste, como hemos estudiado anteriormente, en la
centrifugacion del zumo refinado con el objeto de ajustar su contenido
en pulpa. En la figura 1.2 del procesado se especifica esta etapa, en la
que el zumo tras la centrifugacién queda desdoblado en dos fracciones,
una la pulpa fina y otra el zumo con un contenido en pulpa inferior al

3%, pudiendo ser este considerado a nivel técnico como suero.

En el apartado IV.4.1, se exponia como afecta la eliminacion de la
pulpa a la fraccidon aromatica total y en espacio de cabeza del zumo de
naranja refinado. En este apartado realizamos un estudio comparado
de la fraccion aromatica presente en los dos productos obtenidos tras
la centrifugacion del zumo refinado con objeto de conocer el reparto
existente entre la pulpa y el suero de los componentes volatiles

presentes en el zumo de naranja.

IV.5.1.-Distribuciéon de componentes volatiles. SDE

Los resultados obtenidos de la destilacion extraccion simultanea
del suero corresponden a los recogidos en la anterior Tabla IV.4.1.1.-3.
y los relativos a la pulpa fina se reflejan en la Tabla IV.5.1.-1.

Con objeto de facilitar el conocimiento del reparto de
componentes volatiles entre ambas fracciones, a continuacion se
esquematizan los resultados obtenidos en la Tabla 1V.5.1.-2. La mayor
0 menor presencia de componentes en cada una de las fracciones se
especifica mediante simbologia con cruces.

En el estudio del reparto de los aldehidos detectados mediante

SDE, destacamos la mayor afinidad de los de menor polaridad
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Distribucion de componentes volatiles. Pulps fina-Suero

(solubles en el aceite esencial de la naranja) hacia la pulpa fina. Asi,
nonanal, decanal, geranial, undecanal y dodecanal son detectados en
mayor proporcion en la pulpa fina. Componentes de mayor polaridad
como valeraldehido, hexanal, octanal, neral y perialdehido, son
detectados en concentraciones solo ligeramente superiores (a nivel de
valores absolutos) en el suero, en general bastante proximas a las
detectadas en la pulpa fina, aunque con la excepcién de perialdehido,

ya que este componente es detectado mayoritariamente en el suero.

El reparto de los alcoholes muestra un mayor distribucion de los
mismos hacia la pulpa fina. Asi, 1-heptanol, octanol, a-terpineol, nerol +
citronelol y geraniol estan presentes en mayor proporcion respecto a
los niveles existentes en el suero. El resto de componentes alcohdlicos,
entre los que se encuentran 3-metil-1-butanol, linalol y terpinen-4-ol,
son detectados en ambas muestras a niveles de concentracion

préximas entre si.

Los componentes terpénicos dado su caracter de baja polaridad
quedan practicamente asociados a la pulpa y, por ello, en todos los

casos se detectan concentraciones superiores en la pulpa fina.

En relacion a ésteres y cetonas destacamos, de igual forma que
sucede con los aldehidos, que los componentes de mayor polaridad
quedan mas asociados al suero. Tal es el caso de etil-vinil-cetona y
butirato de metilo, pero el resto de componentes identificados
presentan mayores concentraciones en la pulpa que en el suero, como
acetato de terpenilo + acetato de citronelilo y acetatos de nerilo y de

geranilo.
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Tabla IV.5.1.-1.- COMPONENTES VOLATILES TOTALES EN LA PULPA

FINA
Componentes (mg/Kg) Pulpa Fina

Enero Abril Mayo
Acetaldehido N.D. N.D. N.D.
Etanol N.D. N.D. N.D.
Acetona N.D. N.D. N.D.
Metil-vinil-cetona N.D. N.D. N.D.
Acetato de etilo N.D. N.D. N.D.
1-Butanol N.D. N.D. N.D.
1-Penten-3-ol N.D. N.D. N.D.
Etil-vinil-cetona 2,135+ 0,880 0,731+ 0,829 N.D.
Valeraldehido+2 Pentanol 1,582 + 0,755 0,441 + 0,763 0,018 + 0,031
Butirato de metilo 0,020 + 0,04 0,065 + 0,077 0,006 + 0,011
3-metil-1-Butanol 0,059 + 0,118 0,082 + 0,101 0,039 + 0,068
Hexanal+Butirato de etilo 0,609 + 0,289 0,442 + 0,252 0,245+ 0,215
Furfural N.D. 0,001 + 0,004 N.D.
Trans-2-Hexenal N.D. N.D. N.D.
Trans-2-Hexen 1-ol N.D. N.D. N.D.
a-Pineno 4,524 + 1,358 5,630 + 1,764 N.D.
1-Heptanol 0,096 + 0,076 0,008 +0,021 4,51+ 2,916
Sabineno 3,160 + 2,262 6,951 + 2,879 3,799 + 3,756
B-Pineno 0,419 + 0,105 1,135+ 0,914 0,512+ 0,314
B-Mirceno 20,241 + 6,204 24,297 + 7,797 20,092 + 12,692
Octanal 6,807 + 2,567 1,379 £ 1,181 3,468 + 5,125
o-Felandreno 0,075 + 0,087 0,442 + 0,237 0,139 + 0,242
As-Careno 1,737 £ 0,728 1,176 £ 0,373 1,124 + 0,636
a-Terpineno 0,426 + 0,140 0,523 + 0,206 0,359 + 0,259
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Distribucion de componentes volatiles. Pulps fina-Suero

Limoneno
y--Terpineno
Octanol

Linalol

Nonanal

Citronelal
Terpinen-4-ol
a-Terpineol
Decanal

Acetato de octilo
Nerol+Citronelol
Carveol

Neral

Carvona
Geraniol+linalil acetato
Geranial
Perialdehido
Undecanal
Acet.terpenilotAcet. citronelilo
Acet.neril

Acet. geranil
Dodecanal
Antranilato de etilo
Cariofileno
a-Humuleno
Dodecanol

Valenceno

0,734 + 0,237
3,686 + 2,004
8,922 + 4,394
1,164 £ 0,349
N.D.
3,632 £ 1,642
1,414 + 0,506
4,563 + 1,095
0,054 + 0,067
0,231 £ 0,054
N.D.
0,436 + 0,097
0,173+ 0,115
0,186 + 0,083
0,698 + 0,053
0,123+ 0,124
0,845 + 0,859
0,080 £ 0,073
0,116 £ 0,095
0,264 £ 0,348
0,280 + 0,084
N.D.
0,107 £ 0,052
N.D.
N.D.
2,871+ 2,686

1,498 £ 1,111
6,243 + 3,266
7,682 £ 3,062
0,547 + 0,317
0,009 + 0,023
3,700 + 1,053
3,109 + 1,268
4,671+1,943
0,316 £ 0,110
0,846 + 0,581
0,024 + 0,038
0,225+ 0,148
0,201166667
0,606 + 0,283
1,247 + 0,608
0,013+ 0,033
0,174 + 0,067
0,216 + 0,094
0,215+0,112
0,219+ 0,112
0,431+0,187
N.D.
0,203 + 0,093
0,089 + 0,065
N.D.
6,305 + 3,079

1229,38 £ 355,78 1356,51 £ 362,88 1885,71 + 186,58

0,798 £ 0,475
4177 £2,703
8,426 + 5,308
0,632 + 0,929
N.D.
3,592 + 3,066
5,731+ 1,848
4,459 + 4,476
0,219 £ 0,222
0,592 £ 0,247
N.D.
0,203 £ 0,352
0,253 + 0,080
0,362 + 0,136
1,206 + 0,477
0,115+ 0,199
0,147 £ 0,096
0,102 + 0,093
0,216 £ 0,125
0,206 + 0,121
0,429 + 0,362
N.D.
0,190 + 0,085
0,140 £ 0,198
N.D.
9,648 + 7,042
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Tabla 1V.5.1.-2- REPARTO DE CONSTITUYENTES VOLATILES
TOTALES ENTRE EL SUERO Y LA PULPA FINA DEL ZUMO DE
NARANJA REFINADO

Componentes Suero Pulpa
ALDEHIDOS

Valeraldehido+2 Pentanol + +
Hexanal+Butirato de etilo + +
Octanal ++ +
Nonanal + +
Decanal + +++
Neral + +
Geranial + +++
Perialdehido ++++ +
Undecanal + ++
Dodecanal + +++
ALCOHOLES

3-metil-1-Butanol + +
1-Heptanol + ++
Octanol + ++
Linalol + +
Terpinen-4-ol + +++
a-Terpineol + +++
Nerol+Citronelol + +++
Geraniol+Acetato de linalilo + ++
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Distribucion de componentes volatiles. Pulps fina-Suero

H. TERPENICOS

a-Pineno + T+
Sabineno + F++
B-Pineno + +++
B-Mirceno + +++
a-Terpineno + +
Limoneno + F++
y-Terpineno + ++
Cariofileno + ++
a-Humuleno + ++
Valenceno + +++
ESTERES

Butirato de metilo ++ +
Acetato de octilo + +++
Acet. terpenilo + Acet. citronelilo. + +
Acet. nerilo. + +
Acet. geranilo. + +++
CETONAS

Etil-Vinil-Cetona + +
Carvona + +

++= Presencia entre 60-70%
+++= Presencia entre 70-80%
++++= Presencia entre 80-90%
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Estos resultados comparados con los publicados por Radford et
al. en 1974, son coincidentes en relacion al mayor reparto de
componentes de naturaleza apolar en la pulpa, pero no lo son en
cuanto a que componentes de naturaleza polar estén asociados
exclusivamente al suero, como sucede en los casos de los alcoholes y
los aldehidos procedentes del aceite esencial de la naranja incorporado

en el exprimido.

Una conclusion generalizada de los resultados, muestra, que en el
reparto de componentes volatiles entre el suero y la pulpa del zumo, a
igualdad de volumenes en la destilacion, mayor contenido es detectado
en la pulpa fina, esto demuestra el efecto de enriquecimiento en
componentes volatiles que supone la presencia de pulpa en el zumo de

naranja.

IV.5.2.-Distribucion de componentes volatiles. HS-SPME

La distribucion de componentes volatiles entre la pulpa y el suero
también ha sido determinada en base a la composicion cuantitativa en
constituyentes volatiles del espacio de cabeza. Los resultados
obtenidos en el anadlisis de componentes volatiles en pulpa fina
mediante PDMS y PA quedan reflejados en las Tablas IV.5.2.-1. y
IV.5.2.-2., respectivamente.

El empleo de PDMS y PA en esta determinacion conduce a
resultados similares a los obtenidos en el analisis de componentes
volatiles totales.

En la Tabla IV.5.2.-3. Se comparan los diferentes repartos en el
espacio de cabeza del suero y de la pulpa fina. La expresion de los
resultados es igual a la utilizada en la descripcion de la distribucién de

componentes volatiles totales.
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Distribucion de componentes volatiles. Pulps fina-Suero

En la determinacion mediante PDMS, los aldehidos de elevada
polaridad y volatilidad tales como valeraldehido, hexanal y trans-2-
hexenal, son detectados en mayor proporcién en el suero. En esta
ocasion la excepcion corresponde al acetaldehido, componente en el
que no se detectan diferencias importantes de concentracién en ambas
fracciones. El resto de los aldehidos detectados, todos ellos
procedentes del aceite esencial de la piel, tienen una mayor afinidad
hacia la pulpa, tal como se habia descrito en el analisis anterior; los
mas representativos son octanal, decanal, geranial, undecanal y
dodecanal.

Los resultados obtenidos con el empleo de PA son bastante
similares a estos; destaca el que no se detecta acetaldehido mediante
el recubrimiento polar y también el diferente reparto existente entre la
pulpa y el suero detectado con este recubrimiento de trans-2-hexenal,
octanal y perialdehido.

Los alcoholes solubles en aceite esencial detectados mediante
PDMS y PA, al igual que los aldehidos, aparecen en mayor
concentracion en la pulpa, siendo los mas representativos trans-2-
hexen-1-ol, 1-heptanol, octanol, carveol y geraniol.

El reparto de etanol determinado mediante PDMS es bastante
proximo en ambas muestras; la presencia de 3-metil-1-butanol es en
mayor proporcion en el suero que en la pulpa. Estos resultados no
coinciden con los obtenidos mediante PA, ya que para estos dos
componentes se detectan mayores contenidos en la pulpa que en el

Suero.

La determinacion del reparto en terpenos, dada la naturaleza
apolar y la mayor afinidad de los mismos hacia el recubrimiento
polimérico de PDMS, muestra una clara tendencia de los mismos hacia
la pulpa, siendo estos resultados coincidentes con los encontrados en

la determinacion mediante PA.
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Tabla 1V.5.2.-1.- COMPONENTES VOLATILES EN PULPA FINA HS-

SPME (PDMS).

Componentes (mg/Kg) Pulpa Fina

Enero Abril Mayo
Acetaldehido 0,034 + 0,048 0,223 + 0,334 0,054 + 0,094
Etanol 0,826 + 1,168 0,454 + 0,908 0,291 £+ 0,505
Acetona 22,385+9,029 21,250+5,481 27,014 £ 6,215
Metil-vinil-cetona N.D. N.D. 0,035 + 0,060
Acetato de etilo 0,757 £ 0,201 2,637 + 1,819 0,467 + 0,603
1-Butanol N.D. N.D. N.D.
1-Penten-3-ol N.D. 0,048 + 0,097 N.D.
Etil-vinil-cetona 1,523 + 0,850 0,867 + 1,442 0,980 £ 0,423
Valeraldehido+2 Pentanol 0,260 + 0,080 0,231 + 0,196 0,141 £ 0,105
Butirato de metilo 0,014 £ 0,019 0,003 + 0,004 0,009 £ 0,009
3-metil-1-Butanol N.D. 0,264 + 0,424 N.D.
Hexanal+Butirato de etilo 0,410 £ 0,067 0,513 +0,312 0,352 + 0,067
Furfural N.D. N.D. 0,558 + 0,966
Trans-2-Hexenal 0,014 £ 0,007 0,011 £ 0,022 0,042 + 0,044
Trans-2-Hexen 1-ol 2,460 + 0,767 0,219+ 0,439 0,850 + 1,109
a-Pineno 9,743 £ 0,222 8,295 + 3,164 8,768 £ 1,115
1-Heptanol 1,212 + 0,342 1,155+ 0,784 1,530 + 0,217
Sabineno 9,990 + 0,043 11,231 +4,570 10,112 + 3,002
B-Pineno 0,613 £ 0,348 0,709 + 0,511 0,515+ 0,199
B-Mirceno 17,953 + 0,131 15,796 £ 6,109 16,283 + 1,324
Octanal 1,292 + 0,125 3,560 * 4,260 5,141 £ 2,020
a-Felandreno 6,141 + 0,651 3,265 + 2,466 2,492 + 3,696
As-Careno 1,473 + 1,189 0,312 £ 0,321 3,390 £+ 4,868

a-Terpineno

28,043 £ 3,191

24,109 £ 8,992

29,022 + 2,281
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Distribucion de componentes volatiles. Pulps fina-Suero

Limoneno
y-Terpineno
Octanol

Linalol

Nonanal

Citronelal
Terpinen-4-ol
a-Terpineol
Decanal

Acetato de octilo
Nerol+Citronelol
Carveol

Neral

Carvona
Geraniol+Acet. linalilo
Geranial
Perialdehido
Undecanal

Acet. terpenilo +Acet. citronelilo.
Acet.nerilo

Acet. geranilo
Dodecanal
Antranilato de etilo
Cariofileno
a-Humuleno
Dodecanol

Valenceno

12,235+ 0,714
5,866 + 0,698
5,457 £ 1,179
0,490 + 0,024
0,008 + 0,0005
1,568 £ 0,460
2,287 £ 0,629
0,619 + 0,009
0,022 + 0,004
0,212+ 0,013
0,254 £ 0,305
0,020 + 0,007
0,141 £ 0,001
0,216 + 0,041
0,088 + 0,005
0,070 + 0.0007
0,033 £ 0,002
0,025 + 0,022
0,040 + 0,002
0,049 + 0,009
0,137 £ 0,026
0,005 + 0,007
0,037 £ 0,002
0,018 £ 0,002
0,058 + 0,017
1,208 + 0,438

10,600 + 3,991
7,652 £ 2,370
4,593 + 2,667
0,203 + 0,155
0,018 + 0,008
1,179 £ 0,372
2,618 + 1,842
0,683 £ 0,156
0,033+ 0,019
0,352 £ 0,243
0,247 + 0,221
0,055 + 0,041
0,185+ 0,063
0,222 £ 0,137
0,097 = 0,092
0,024 + 0,028
0,015+0,015
0,049 + 0,011
0,038 + 0,016
0,025 + 0,028
0,107 £ 0,015
0,396 £ 0,35
0,013 +0,019
0,016 = 0,007
0,062 + 0,051
1,298 + 1,203

784,400 £ 22,06 683,425 + 224,56 750,074 + 37,99

12,271 +£1,014
8,129 £ 0,240
8,229 + 3,060
0,388 + 0,289
0,006 + 0,001
1,446 £ 0,422
2,001 £ 1,393
0,554 + 0,277
0,039 £ 0,010
0,375+ 0,098
0,078 £ 0,075
0,016 + 0,016
0,175 + 0,056
0,344 £ 0,185
0,299 + 0,141
0,063 £ 0,071
0,028 + 0,009
0,053 £ 0,016
0,036 + 0,004
0,033 + 0,004
0,134 £ 0,046
0,217 £ 0,362
0,020 + 0,018
0,023 + 0,009
0,032 + 0,034
1,342 £ 0,956
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Tabla 1V.5.2.-2.- COMPONENTES VOLATILES EN PULPA FINA. HS-

SPME-PA.
Componentes (mg/Kg) Pulpa Fina

Enero Abril Mayo
Acetaldehido N.D. N.D. N.D.
Etanol 7,606 + 10,757 5,190 + 11,605 10,017 + 8,702
Acetona 147,864 + 37,37 196,529 +48,31 159,235+ 22,95
Metil-vinil-cetona N.D. 0,827 + 1,159 N.D.
Acetato de etilo 0,947 + 0,553 1,312 + 1,467 1,282 + 1,387
1-Butanol 0,330 £ 0,310 0,045 + 0,077 N.D.
1-Penten-3-ol N.D. N.D. N.D.
Etil-vinil-cetona 0,823 £ 0,393 0,134 + 0,238 0,342 + 0,510
Valeraldehido+2 Pentanol N.D. 0,175+ 0,166 0,361 + 0,449
Butirato de metilo 0,010 £ 0,015 0,024 + 0,031 0,005 + 0,009
3-metil-1-Butanol 0,223 + 0,127 0,212+ 0,180 0,399 £ 0,302
Hexanal+Butirato de etilo 0,413+ 0,072 0,442 + 0,233 0,326 + 0,316
Furfural N.D. N.D. N.D.
Trans-2-Hexenal 0,144 £+ 0,067 0,186 + 0,308 0,178 £ 0,174
Trans-2-Hexen 1-ol 1,374 + 0,141 0,864 + 0,831 0,746 + 0,571
a-Pineno 1,958 + 0,719 2,057 £ 0,742 2,352 + 0,860
1-Heptanol N.D. 0,005 + 0,011 N.D.
Sabineno 2,051+ 0,329 3,419 + 1,396 1,264 + 0,806
B-Pineno 0,144 + 0,023 0,186 + 0,116 0,092 + 0,050
B-Mirceno 4,855 + 1,279 5,008 + 1,420 5,896 + 2,497
Octanal 0,388 + 0,077 0,191 + 0,253 N.D.
a-Felandreno 0,087 £ 0,017 0,068 + 0,061 N.D.
As;-Careno 0,011 £0,012 0,338 + 0,302 0,207 £ 0,328
a-Terpineno 0,371+ 0,434 0,045 + 0,051 0,412 + 0,499
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Distribucion de componentes volatiles. Pulps fina-Suero

Limoneno
y-Terpineno
Octanol

Linalol

Nonanal

Citronelal
Terpinen-4-ol
a-Terpineol
Decanal

Acetato de octilo
Nerol+Citronelol
Carveol

Neral

Carvona
Geraniol+Acet. linalilo
Geranial
Perialdehido
Undecanal

Acet. terpenilo.+ Acet.citronelilo
Acet. nerilo.

Acet. geranilo.
Dodecanal
Antranilato de etilo
Cariofileno
aHumuleno
Dodecanol

Valenceno

74,893 £ 34,822
0,333 £ 0,094
1,075 + 0,237
1,642 £ 0,942
0,226 + 0,024
0,075 +£ 0,092
1,353 £ 0,446
1,238 £ 0,196
0,995 + 0,187
0,029 £ 0,001
0,176 £ 0,051
0,066 + 0,094
0,012 £ 0,003
0,186 £ 0,035
0,186 + 0,060
0,078 + 0,009
0,074 + 0,007
0,044 + 0,014
0,015 £ 0,001
0,029 + 0,006
0,035 + 0,0007
0,125 + 0,052

N.D.
0,036 £ 0,015
0,015+ 0,007
0,030 £ 0,001
0,971 £ 0,019

111,481 £ 17,479
0,473 + 0,407
0,961 + 0,833
1,195 £ 0,398
0,298 + 0,244
0,011 + 0,003
1,093 £ 0,268
2,035+ 1,053
1,173 £ 0,406
0,082 + 0,032
0,395 + 0,280
0,289 + 0,527
0,015 + 0,006
0,222 + 0,080
0,233 £0,243
0,196 + 0,115
0,076 + 0,043
0,056 + 0,032
0,042 £ 0,019
0,045+ 0,012
0,045+ 0,019
0,158 + 0,045

N.D.
0,049 + 0,013
0,027 £ 0,012
0,036 + 0,026
1,447 + 0,727

116,530 £ 22,345
0,107 £ 0,176
1,600 + 0,401
0,319 + 0,553
2,235+ 1,971
0,006 + 0,003
1,002 £ 0,453
2,064 £ 0,548
1,189 £ 0,717
0,084 + 0,028
0,318 £ 0,061
0,388 + 0,420
0,011 £ 0,011
0,262 + 0,046
0,226 £ 0,185
0,313+ 0,127
0,091 £ 0,100
0,057 + 0,016
0,040 + 0,009
0,032 + 0,006
0,033 £ 0,012
0,185 + 0,065

N.D.
0,047 + 0,005
0,034 + 0,010
0,029 + 0,026
2,079 £ 1,590
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Tabla IV.5.2.-3. - REPARTO DE CONSTITUYENTES VOLATILES ENTRE
SUERO Y PULPA FINA DEL ZUMO DE NARANJA REFINADO. HS-SPME

Componentes PDMS PA

i Suero Pulpa Suero Pulpa
ALDEHIDOS
Acetaldehido + + N.D. N.D.
Valeraldehido+2 Pentanol ++ + ++ +
Hexanal+Butirato de etilo ++ + ++ +
Trans-2-Hexenal ++ + + 4+
Octanal + +++ ++++ +
Nonanal + +++ + ++++
Citronelal + ++ + 4+
Decanal + +++ + 4+
Neral + +++ + 4+
Geranial + +++ + o+
Perialdehido + + ++ +
Undecanal + +++ + ++++
Dodecanal + +++ + F++++
ALCOHOLES
Etanol + + + 4+
1-Butanol N.D. N.D. + ++++
1-Penten-3-ol - + N.D. N.D.
3-Metil-1-butanol ++++ + + ++
Trans-2-hexen-1-ol + ++++ + ++++
1-Heptanol + ++++ N.D.
Octanol + ++++ + FH+++
Linalol + +++ ++ +
Terpinen-4-ol + ++ ++ +
a-Terpineol + ++ + 4
Nerol+Citronelol + +++ + ++++
Carveol + +++ + +++
Geraniol+Acetato de linalilo + ++++ + 4+
Dodecanol + +++ + 4+
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Distribucion de componentes volatiles. Pulps fina-Suero

H. TERPENICOS

a-Pineno + +++++ + 4+
Sabineno + +++++ + ++++
B-Pineno + +++++ + ++
B-Mirceno + +++++ + 4+
a-Terpineno + +++++ ++ +
Limoneno + +++++ + +++
y-Terpineno + +++++ + o+
Cariofileno + +++ + 4+
oa-Humuleno + +++++ ++ +
Valenceno + +++++ + ++++
ESTERES

Acetato de etilo + +++ + 4+
Butirato de metilo +++ + + +
Acetato de octilo + + + 4+
Acet. terpenilo + Acet. citronelilo. + +++ + ++++
Acet. nerilo. + ++++ + ++++
Acet. geranilo. + +++ + +++
Antranilato de etilo + +++ N.D. N.D.
CETONAS

Acetona ++ + + ¥
Metil-vinil-cetona ++++ + + +
Etil-vinil-cetona ++ + + +++
Carvona + +++ + +++

++= Presencia entre 60-70%
+++= Presencia 70-80%
++++= Presencia 80-90%
+++++= Presencia> 90%

303



Esteres y cetonas, al igual que en el andlisis de componentes
volatiles y dependiendo de sus caracteristicas polares, son detectados
en mayor o menor proporcion en ambas fases; asi todos los ésteres
analizados con excepcién del butirato de metilo (en PDMS) se

encuentran en mayor proporcion en la pulpa.

Las cetonas estudiadas mediante PDMS, dado su caracter de
polaridad media son detectadas en mayor proporcion en el suero. No
obstante, carvona de menor polaridad queda mas asociada a la pulpa
que el resto de cetonas. Este comportamiento coincidente con el
encontrado en el andlisis de componentes volatiles totales, no se
registra en el estudio mediante PA como consecuencia de la escasa

adecuacion de este polimero en la determinacién de las cetonas.

De los resultados obtenidos en el analisis de componentes
volatiles en espacio de cabeza, destacamos la asociacion de la
mayoria de los constituyentes de la fraccion aromatica a la pulpa,
quedando este hecho mas remarcado cuando se emplea Poliacrilato
como recubrimiento polimérico en la fibra, excepto para el caso de los
terpenos, ya que la afinidad de estos hacia el Polidimetil siloxano, hace
que el analisis del reparto quede mas remarcado mediante este

recubrimiento.
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Componentes voldtiles en pulpa gruesa

IV.6.- COMPONENTES VOLATILES TOTALES EN
SUBPRODUCTOS. PULPA GRUESA

De acuerdo con el esquema de transformacion industrial de la
naranja (Fig. |.2) el zumo bruto obtenido tras el exprimido de los frutos
es tamizado mediante una refinadora mecanica de tornillo sin fin. El
paso del zumo a través de un tamiz con tamafo de poro comprendido
entre 0,6 y 0,8 mm hace que la pulpa gruesa en suspension se separe
facilmente del resto del zumo.

Estas pulpas son, en ocasiones, consideradas en la industria
como un subproducto que se reincorpora a las cortezas extraidas v,
principalmente, se destinan a alimentacién animal o, excepcionalmente
en el caso de la naranja, se utilizan como materia prima para la
obtencion de pectinas. Mas recientemente son aprovechadas para
utilizacién en la elaboracién de bebidas y derivados como naranjadas,
néctares y en la fabricacion de mermeladas y productos de confiteria,
etc.

Por este motivo en este apartado estudiamos la fraccidn
aromatica de este producto, para conocer incluso posibles aplicaciones

del mismo como fuente de componentes aromaticos.

Los resultados obtenidos por destilacion-extraccion de la pulpa
gruesa, tal como se expone en la parte experimental (I11.3.1.), quedan
reflejados en la Tabla IV.6.-1.

A nivel cualitativo no se detectan diferencias en cuanto a la
composicion de la fraccion aromatica presente en la pulpa gruesa con
respecto a los componentes volatiles recuperados del zumo de naranja
respectivo. Cuantitativamente, destaca el hecho de que Ilas
concentraciones determinadas superan en algunos de los casos a las

presentes en el zumo de naranja refinado.
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Tabla IV.6.-1.-COMPONENTES VOLATILES TOTALES EN LA PULPA

GRUESA

Componentes (mg/Kg)

Pulpa Gruesa

Enero Abril Mayo
Acetaldehido N.D. N.D. N.D.
Etanol N.D. N.D. N.D.
Acetona N.D. N.D. N.D.
Metil-vinil-cetona N.D. N.D. N.D.
Acetato de etilo N.D. N.D. N.D.
1-Butanol N.D. N.D. N.D.
1-Penten-3-ol 7,440 £ 10,521 N.D. N.D.
Etil-vinil-cetona 3,083 +0,273 1,686 + 1,435 N.D.
Valeraldehido+2 Pentanol 0,600 + 0,150 1,439 £ 1,267 N.D.
Butirato de metilo N.D. 0,127 £ 0,112 N.D.
3-metil-1-butanol 0,983 + 0,966 0,115+ 0,137 0,055 + 0,096
Hexanal+Butirato de etilo N.D. 0,589 + 0,218 0,425+ 0,105
Furfural N.D. N.D. N.D.
Trans-2-Hexenal N.D. N.D. 0,118 +£ 0,205
Trans-2-Hexen 1-ol N.D. N.D. N.D.
a-Pineno 2,645+ 0,770 0,044 + 0,049 0,019 + 0,033
1-Heptanol N.D 1,271+ 0,450 1,448 £ 0,530
Sabineno 0,906 + 0,475 1,092 £ 0,321 0,414 £ 0,343
B-Pineno 0,364 + 0,205 0,231+ 0,128 0,072 + 0,061
B-Mirceno 12,318 + 5,333 6,454 + 2,227 7,396 + 2,761
Octanal 7,690 + 3,662 1,775 + 1,061 2,762 + 2,590
a-Felandreno 0,271 + 0,384 N.D. N.D.
A3-Careno 1,717 £ 1,474 0,313+ 0,213 0,364 + 0,049
a-Terpineno 0,461 + 0,409 0,220 + 0,051 0,073 + 0,064
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Componentes voldtiles en pulpa gruesa

Limoneno
y-Terpineno
Octanol

Linalol

Nonanal

Citronelal
Terpinen-4-ol
a-Terpineol
Decanal

Acetato de octilo
Nerol+Citronelol
Carveol

Neral

Carvona
Geraniol+Acet. de linalilo
Geranial
Perialdehido
Undecanal

Acet. terpenilo + Acet. citronelilo
Acet.nerilo

Acet. geranilo.
Dodecanal
Antranilato de etilo
Cariofileno
a-Humuleno
Dodecanol

Valenceno

786,110 £ 394,83 421,147 + 147,58 491,183 + 173,59

0,956 + 0,589
4,729 £ 4,071
10,965 + 5,706
1,186 £ 0,712
N.D.
3,541 £ 2,510
2,617 £ 0,512
4,127 + 2,945
0,072 £ 0,102
0,931 £ 0,365
0,087 £ 0,123
0,697 + 0,559
0,398 + 0,271
0,360 + 0,339
0,971 +0,818
0,229 + 0,145
0,137 £ 0,017
0,022 + 0,031
0,761 +£ 0,609
0,135+ 0,048
0,175+ 0,247
N.D.
0,106 + 0,047
N.D.
N.D.
3,923 +£ 2,229

0,727 £ 0,472
4,621 £ 2,667
9,982 + 3,635
0,413 £ 0,268
N.D.
2,009 + 0,525
1,665 £ 0,708
2,366+ 1,980
0,037 + 0,065
1,131 £ 0,500
0,003 + 0,008
0,214 + 0,302
0,257 £ 0,158
0,424 +£ 0,232
0,507 + 0,431
0,028 + 0,046
0,029 + 0,047
0,092 + 0,086
0,134 £ 0,109
0,055 + 0,045
0,161 £ 0,249
N.D.
0,077 £ 0,042
0,010 £ 0,020
N.D.
2,973 £ 1,380

0,771 +0,518
3,270 + 0,641
10,5657 £ 4,543
0,527 + 0,259
N.D.
1,489 + 1,060
1,868 £ 0,221
2,222 +2,170
0,090 +£ 0,108
0,657 £ 0,175
0,012 +£ 0,021
0,149 £ 0,164
0,261 £ 0,100
0,342 + 0,093
0,489 + 0,098
0,174+ 0,175
0,091 £ 0,102
N.D.
0,227 + 0,281
0,036 + 0,062
0,287 + 0,107
N.D.
0,180 £ 0,156
0,080 + 0,094
N.D.
14,963 + 10,700
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Con relacion a los aldehidos, aquellos que proceden del aceite
esencial y como ha sido comprobado en el apartado anterior quedan
mas asociados a la pulpa que al suero; estan presentes en esta a
concentraciones absolutas que superan a las detectadas en el zumo de
naranja, el mismo comportamiento se detecta en los alcoholes, ésteres
y cetonas, pero no es asi para los terpenos en los que las
concentraciones halladas son mas proximas a las presentes en el

zumo de naranja sin llegar a superarlas.

Un analisis de varianza simple entre las concentraciones de los
diferentes constituyentes aromaticos en la pulpa y el zumo de naranja
refinado, muestra la no existencia de diferencias estadisticamente
significativas entre los valores de las concentraciones detectadas
(Tabla IV.6.-2.).

Tabla. IV.6.-2.-. ANALISIS DE VARIANZA SIMPLE. ZUMO REFINADO-PULPA

GRUESA.

ALDEHIDOS ALCOHOLES H.TERPENICOS ESTERES CETONAS
ZUMO 7,33+541* 18,63+8,24* 747,90 +456,20* 0,53+0,54° 1,52 +1,46°
REFINADO
PULPA 9,86+6,02° 19,03+8,25% 526,80 +222,50° 0,58+0,51* 2,48+4,26°
GRUESA

Los valores de las medias con subindices distintos muestran diferencias significativas entre si, con

un nivel de significacion de p<0.05

De acuerdo con estos resultados, el contenido medio en componentes

volatiles en el zumo refinado es de 775,9 mg/Kg, es decir
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Influencia de la estacionalidad

un 0,077% del peso total de zumo analizado, frente a los 558,75
mg/Kg el 0,056% cuantificados en la pulpa gruesa.

De estos resultados deducimos que la pulpa gruesa considerada
como producto de desecho puede ser empleada como fuente para la
extraccion de componentes volatiles y de esta manera enriquecer la
fraccion aromatica del producto industrial acabado, en el que como se
ha comprobado en los apartados anteriores sufre una pérdida
importante de los mismos como consecuencia de los tratamientos
tecnologicos a los que queda sometido durante el procesado industrial,
llegando a cuantificarse un contenido en componentes volatiles de
198,05 mg/Kg, correspondientes a un 0,019% del peso total del zumo

estudiado.

IV.7.- INFLUENCIA DE LA ESTACIONALIDAD SOBRE LA
FRACCION AROMATICA DEL ZUMO DE NARANJA.

Como se ha indicado en la seccién de material y métodos, las
muestras analizadas han sido recogidas en la industria durante los
meses de enero, abril y mayo. En este periodo de tiempo varian
sensiblemente los factores que definen las caracteristicas del zumo de
naranja, entre los que se incluye como mas representativo el indice de
madurez de la fruta.

Norman en 1977 define la existencia de una correlacién entre la
evolucion del contenido en azucar, acidez, color y flavor con respecto a
la maduracién de la fruta. El flavor usualmente desarrolla todo su
aroma cuando el contenido en azucares es maximo y el color de la piel
o de la corteza adquiere su matiz brillante, es decir en su estado
fisiolégico de madurez éptima. Sin embargo, cuando la fruta comienza
a sobremadurar el color se torna apagado y el flavor cambia su

composicién aromatica y pierde sus volatiles mas frescos.
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Sobre la base de esto, y dado que el grado de madurez afecta al
contenido en componentes volatiles, en este apartado comparamos la
evolucion de la fraccion aromatica total y en el espacio de cabeza del
zumo de naranja exprimido a mano, por ser este el mas rico en

componentes de elevada volatilidad.

IV.7.1.- Evolucién de los componentes volatiles. SDE

Los resultados obtenidos en la destilacion de las muestras de
zumo de naranja exprimido a mano durante los meses de enero, abril y
mayo, se incluyen en la Tabla IV.3.1.-1., recogida en el apartado
correspondiente.

Dadas las limitaciones del método de recuperacidon de los
constituyentes volatiles especificadas anteriormente, mediante este
procedimiento no podemos observar la evolucion de los componentes
de mayor volatilidad ya que, de todos los componentes estudiados en
esta Memoria, los mas estrechamente relacionados con la calidad de la
fruta fresca (acetaldehido, metanol, etanol y acetato de etilo),
identificados por Norman (1977) en la emanacion de frutos, se
caracterizan especialmente por su alta volatilidad.

Un dato representativo de la influencia del indice de madurez
sobre la fraccién aromatica del zumo de naranja es sin duda, el analisis
de varianza simple sobre las concentraciones de los componentes
volatiles representados en laTabla .IV.7.-1.

Se detectan diferencias significativas en el contenido de aldehidos
y cetonas, de estos componentes se observa una disminucion
importante de su concentracion a medida que aumenta el indice de
madurez de la naranja. Los alcoholes no modifican apenas su
concentracion y en el caso de los térpenos y los ésteres la variabilidad

de los resultados impide destacar las diferencias existentes entre los

310



Influencia de la estacionalidad

valores absolutos de las medias obtenidas entre los meses de enero,
abril y mayo.

Tabla. IV.7.-1.-. ANALISIS DE VARIANZA SIMPLE. INFLUENCIA DE LA
ESTACIONALIDAD SOBRE LOS COMPONENTES VOLATILES TOTALES EN
EL ZUMO DE NARANJA EXPRIMIDO A MANO.

ALDEHIDOS ALCOHOLES H.TERPENICOS ESTERES CETONAS

ENERO | 3,74 +1,82% 1,88 + 2,362 62,86 +40,99° 0,23 +0,14° 4,24 + 2,262
ABRIL | 1,81 +0,79*° 0,94 + 0,472 3549+956° 0,05+0,05% 1,00+0,53°
MAYO 0,82 +0,41° 1,71 +0,/"@ 52,60 + 25,26° 0,03+0,04° 0,14 +0,22°

Los valores de las medias con subindices distintos muestran diferencias significativas entre si, con
un nivel de significacion de p< 0.05

A nivel individual, en los aldehidos existen pérdidas importantes,
asi, valeraldehido, octanal, nonanal, decanal y neral disminuyen su
contenido del mes de enero al mes de abril, llegando a no ser
detectados en las muestras correspondientes al mes de mayo.

Los alcoholes detectados, al igual que terpenos y ésteres, no
modifican sensiblemente su concentracion durante los meses
estudiados.

Las cetonas etil-vinil-cetona y carvona evolucionan de forma
distinta. Asi, etil-vinil-cetona disminuye su contenido a medida que
aumenta el indice de madurez, no apareciendo en las muestras del
mes de mayo. Por el contrario, carvona, componente procedente de la
degradacion del limoneno que no se detecta en el mes de enero

aparece aumentando su concentracion en los meses de abril y mayo.
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IV.7.2.- Evolucion de los componentes volatiles. HS-SPME

La incidencia del grado de madurez de la naranja sobre la
composicion de su fraccion volatil, resulta mas precisa mediante el
analisis en espacio de cabeza, ya que conseguimos detectar aquellos
componentes que, segun Norman (1977), definen la calidad del fruto
fresco. Los resultados obtenidos del analisis del espacio de cabeza
mediante PDMS y PA como recubrimientos poliméricos quedan
representados respectivamente en las Tablas IV.3.2.1.-1y IV.3.2.1.-2.

La diferencia de selectividad entre ambos recubrimientos
poliméricos hace que los resultados obtenidos para algunos de los
componentes sean distintos. Asi, ya vimos que acetaldehido y etanol
no son detectados mediante el recubrimiento de PA.

El estudio mediante PDMS muestra, para estos componentes
definitorios del estado de madurez, un aumento progresivo de la
concentracion, con excepcion de acetaldehido que unicamente es
valorado en las muestras correspondientes al mes de abril, lo que
representa un aumento de la calidad aromatica de la naranja estudiada
durante los meses de enero a mayo.

El comportamiento del resto de componentes detectados
mediante PDMS es bastante similar a lo largo del periodo de muestreo;
se observa un ligero aumento de concentracién en algunos de ellos,
frente al resultado obtenido con PA, con el que se observa una
disminucién de la concentracion, siendo los resultados coincidentes
con los encontrados en la destilacion del zumo.

El analisis de varianza simple aplicado a los resultados obtenidos
para ambos recubrimientos queda reflejado en las Tablas IV.7.2.-1.,
IV.7.2.-2.
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Influencia de la estacionalidad

Tabla. IV.7.2.-1.-. . ANALISIS DE VARIANZA SIMPLE. INFLUENCIA DE LA
ESTACIONALIDAD SOBRE LOS COMPONENTES VOLATILES EN EL ZUMO
DE NARANJA EXPRIMIDO A MANO. HS-SPME (PDMS).

ALDEHIDOS ALCOHOLES H.TERPENICOS ESTERES CETONAS

ENERO | 1,31 +0,30° 0,99+0,28% 13,61+6,22° 0,56 £ 0,472 55,63 + 38,04°
ABRIL 1,37+0,70* 0,79+0,69° 9,76 +2,25° 0,97 +0,33% 26,87 +8,26°
MAYO 1,05+ 0,40° 1,44 +0,92% 9,86 +2,64° 1,03+0,67% 48,21 +£10,74°

Los valores de las medias con subindices distintos muestran diferencias significativas entre si, con
un nivel de significacion de p< 0.05

Tabla. IV.7.2.-2.-. ANALISIS DE VARIANZA SIMPLE. INFLUENCIA DE LA
ESTACIONALIDAD SOBRE LOS COMPONENTES VOLATILES EN EL ZUMO
DE NARANJA EXPRIMIDO A MANO. HS-SPME-(PA).

ALDEHIDOS ALCOHOLES H.TERPENICOS ESTERES CETONAS

ENERO | 0,98+0,11*® 0,56+0,53* 12,53+577% 0,56+0,54% 181,90 +42,51°
ABRIL | 0,93+0,61% 0,52+0,51° 6,53 +1,82° 0,20 £0,39° 240,30 +91,39°
MAYO 0,58+0,33° 0,28+0,01* 8,87 +4,59° 0,51+0,43% 378,90+ 169,40°

Los valores de las medias con subindices distintos muestran diferencias significativas entre si, con
un nivel de significacion de p< 0.05)

De estos datos se deduce que no existen diferencias
estadisticamente significativas entre los diferentes valores obtenidos.
Por todo ello, mediante el analisis de componentes volatiles en espacio
de cabeza por la técnica de SPME no se registran modificaciones de
concentracion significativas relacionadas con el estado de madurez de

la naranja.
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Conclusiones

PRIMERA .- El sistema de destilacidon-extraccién simultanea (SDE) para
la determinacién de constituyentes volatiles, unicamente es favorable
en la recuperacion de componentes de menor volatilidad que el
disolvente organico utilizado y de afinidad quimica apropiada. Para la
determinacién de componentes volatiles totales en el zumo de naranja
es adecuado para el analisis de hidrocarburos terpénicos y aldehidos,

alcoholes y ésteres, de elevado peso molecular.

SEGUNDA - En la microextraccion en fase solida (SPME), la capacidad
de adsorcibn de componentes volatiles sobre el recubrimiento
polimérico, se favorece por el aumento de la fuerza idnica.
Contrariamente, al incrementar la temperatura y la agitaciéon en las

muestras se modifica el conjunto de la retencion de los componentes.

TERCERA.- Los diferentes tiempos de exposicion requeridos para

alcanzar el equilibrio quimico de concentraciones, con
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polidimetilsiloxano (PDMS) y poliacrilato (PA), concluyen que la
determinacién cuantitativa de los constituyentes aromaticos se favorece
con el empleo de PDMS, por la mayor homogeneidad de los tiempos

de exposicion y la reduccion del tiempo de analisis.

CUARTA.- De la adecuacién de los recubrimientos poliméricos sobre la
determinacién de componentes volatiles se deduce, que en zumos con
elevado contenido en componentes de volatilidad alta y media, la
retencidon de los constituyentes de baja polaridad es mucho mas
efectiva en PDMS que en PA. Sin embargo, los componentes
claramente solubles en agua son retenidos mayoritariamente en el
recubrimiento de PA. Mientras que muestras con un contenido elevado
en componentes de alta volatilidad y menor presencia de componentes
de volatilidad media, la capacidad de retencién del PDMS supera la del
PA en los componentes oxigenados solubles en aceite esencial, pero
no en los componentes terpénicos, ya que no se detectan diferencias

importantes a nivel cuantitativo en su determinacion.

QUINTA.- El empleo de SPME a nivel cualitativo rinde resultados que
superan a los obtenidos por SDE, al detectarse componentes de
elevada volatilidad. Cuantitativamente, se obtiene wuna mayor

reproducibilidad de resultados en SDE.

SEXTA.- El analisis cualitativo y cuantitativo en el zumo de naranja
exprimido a mano por SDE permite el aislamiento de treinta y seis

constituyentes aromaticos, mientras que por SPME cuarenta y ocho y
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cuarenta y cinco componentes se recuperan con el empleo de PDMS y

PA, respectivamente.

SEPTIMA.- En zumo de naranja comercial se determina un menor
numero de constituyentes de elevada volatilidad. Los datos que mejor
reflejan las diferencias aromaticas existentes entre el zumo exprimido a
mano y el zumo industrial corresponden a la incorporacién de aceite

esencial de la corteza de la naranja durante el proceso de extraccion.

OCTAVA.- La disminucion del contenido de pulpa en el zumo supone
pérdidas de componentes de polaridad media y baja, especialmente
hidrocarburos terpénicos. Unicamente los aldehidos son extraidos en
mayor concentracién, dada la mayor afinidad de estos por el agua y el
efecto represivo que ejerce la pulpa sobre la recuperacion durante la
destilacién. Sobre la fraccidbn aromatica en espacio de cabeza, las
disminuciones encontradas en el contenido de aldehidos y alcoholes no
detectadas por SDE se deben a la dinamica de adsorcién de los

componentes de naturaleza polar

NOVENA.- El proceso de desaireacion-desaceitado del zumo de
naranja refinado produce pérdidas importantes de aldehidos, alcoholes
e hidrocarburos terpénicos y en menor medida cetonas y ésteres de
alto peso molecular. El ligero tratamiento térmico aplicado al zumo no

genera nuevos componentes responsables de aromas desagradables.

DECIMA.- El zumo desaceitado, empobrecido en constituyentes
volatiles, no sufre cambios significativos por el proceso de
pasteurizacion, incluso en las enérgicas condiciones aplicadas de

temperatura-tiempo.
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UNDECIMA.- El efecto global del procesado industrial sobre la
composiciéon aromatica del zumo resulta beneficioso por la reduccion
de determinados componentes que a elevados niveles suponen el
desarrollo de aromas extrafios (decanal y a-terpineol). Por el contrario,
se pierden componentes de elevada volatilidad (acetato de etilo y
butiratos de metilo y etilo) que confieren al zumo el aroma frutal

caracteristico, o quedan por debajo de su umbral de deteccion.

DUODECIMA.- Se determina el mayor reparto de componentes de
naturaleza polar en el suero del zumo, con excepcion de aquellos
componentes de polaridad media solubles en el aceite esencial de la
naranja que se detectan en mayor concentraciéon en la pulpa fina. El
analisis del espacio de cabeza destaca la asociacion de la mayoria de
los constituyentes de la fraccibn aromatica a la pulpa cuando se
emplea la fibra de PA, excepto los hidrocarburos terpénicos que, mas
afines hacia el PDMS, evidencian mas este hecho al utilizar este

recubrimiento polimérico.

DECIMOTERCERA.- El analisis de los constituyentes aromaticos de la
pulpa gruesa demuestra la presencia de componentes volatiles que,
para algunos integrantes, es superior a la determinada en el zumo, por
lo que podria ser utilizada como fuente para recuperar la fracciéon
aromatica.

DECIMOCUARTA.- Al avanzar la campafa de elaboracion del zumo de
naranja aumenta la concentracién de componentes definitorios de la
calidad de la fruta fresca (acetaldehido, etanol y acetato de etilo)
mientras se detecta la disminucion de aldehidos caracteristicos del

aceite esencial (valeraldehido, octanal, nonanal, decanal y neral).
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Mediante el sistema SDE se detecta que carvona, considerada como
indice de degradacion de la fraccion aromatica del zumo, aumenta su

presencia con la maduracioén de la fruta.
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Teniendo en cuenta la importancia del aroma en la aceptacion de los alimentos
por parte del consumidor, en esta Memoria abordamos el estudio de la fraccion
aromatica del zumo de naranja, asi como las posibles alteraciones que pueda sufrir
durante el procesado industrial.

El analisis de componentes volatiles totales se realiza mediante la aplicacion de
la destilacion-extraccion simultanea (SDE). Esta técnica es favorable en la
recuperacion de componentes de menor volatilidad que el disolvente organico
utilizado, por lo que es adecuado para el analisis de hidrocarburos terpénicos, asi
como aldehidos, alcoholes y ésteres de elevado peso molecular.

La microextraccion en fase solida se aplica para el analisis de componentes
volatiles en espacio de cabeza, empleando para ello dos recubrimientos poliméricos,
uno de naturaleza apolar PDMS (polidimetil siloxano) y otro de naturaleza polar PA
(poliacrilato).

El estudio de la fraccion aromatica del zumo de naranja exprimido a mano
muestra la elevada eficiencia de la microextraccion en fase solida para la
determinacion de los componentes volatiles frente a la destilacion-extraccion
simultanea. En el analisis de componentes volatiles totales, treinta y seis componentes
son identificados frente a los cuarenta y ocho detectados en espacio de cabeza. Estas
diferencias se asocian a las pérdidas de los componentes de elevada volatilidad
durante la destilacion y posterior concentracion.

El analisis de la fraccion aromatica presente en el zumo de naranja exprimido a
mano y el zumo pasteurizado revela la importancia de la riqueza del zumo en
constituyentes de elevada volatilidad. El zumo pasteurizado presenta un perfil
aromatico pobre en estos componentes y una mayor abundancia en constituyentes
caracteristicos del aceite esencial de la naranja, incorporados al zumo durante el
proceso de extraccion industrial. Este efecto queda mas remarcado cuando se emplea
polidimetil siloxano que poliacrilato como recubrimiento polimérico. Se deduce la
importancia del empleo de un tipo de fibra u otro dependiendo de la composicion y
naturaleza de la muestra a estudiar.

La incidencia del procesado industrial sobre la fraccion aromatica muestra un
efecto positivo en la disminucion de la concentracion de determinados componentes
como decanal y a-terpineol que a elevadas concentraciones desarrollan aromas
desagradables, frente a la pérdida de los componentes de mayor volatilidad
caracterizados por conferir al zumo el aroma frutal.

Se estudia la afinidad de los distintos componentes aromaticos hacia la pulpa
fina y el suero, resaltando la asociacion de la mayoria de los constituyentes de la
fraccion aromatica a la pulpa.

Se determina la composicion aromatica en la pulpa gruesa, destacando que esta
podria ser utilizada como fuente para enriquecer la fraccion aromatica de los zumos de
naranja procesados en la industria.

El indice de madurez de la fruta afecta a la calidad de la fraccion aromadtica del
zumo. Se observa el incremento de la concentracion de acetaldehido, etanol y acetato
de etilo, componentes definitorios de la calidad de la fruta fresca, y la disminucion de
los aldehidos caracteristicos del aceite esencial de la naranja, valeraldehido, octanal,
nonanal, decanal y neral,. frente a un aumento de la concentraciéon de carvona,
considerada como indice de degradacion de la fraccion aromatica del zumo.
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The importance of the aroma in food is known because of the acceptance by the
consumer. For this reason, in this work we study the aromatic fraction present in
orange juice, as well as, the changes that could happen during the industrial
processing.

In the analysis of volatile compounds we used steam-distillation-extraction
(SDE) device. This technique is suitable for the determination of components with
lower volatility than the solvent used. Solid.phase-microextraction (SPME) has been
chosen for the analysis of the head-space in orange juice. Two polymeric fibers
coatings were used: Polidymetilxilosane (PDMS) y Polyacrilate (PA).

The study of volatile components in hand-squeezed orange juice by SPME
shows the high efficiency of this device. 48 components were isolated, while 36 by
SDE. These differences are associated with the leaks which happened during the
distillation and the subsequent concentration step.

The comparative analysis between hand-squeezed and pasteurised orange juice
shows the importance of the components with high volatility in the juice aroma.
Pasteurised orange juice presents a poor profile in these components and a high
concentration in characteristic essential oil components, these are incorporated during
the extraction process. These differences were more indicated when PDMS was
applied. This highlights the importance of the polymeric coating in the analysis of
volatile components.

The influence of the industrial processing on the aromatic fraction shows a
positive effect, since it is favourable in the decrease of the concentration of certain
compounds like decanal and a-terpineol. When these components are present in a high
concentration, they develop a typical off.flavour. However, there is a big loss in the
presence of components with high volatility, which are characterised to produce the
delicate fresh orange juice flavour.

Another parameter studied is the distribution of volatile compounds between the
pulp and the serum, and most of them are associated with the pulp.

The aromatic fraction isolated from the thick pulp, confirm that these products
can be used as a source of volatile components to improve the aroma in the processed
orange juice.

The ripening ratio in the fruit describes the aroma quality of the fruit juice, in
this way, we observed an increase in the concentration of acetaldehyde, ethanol and
ethyl acetate (components which define the fresh fruit quality). However, a decrease in
the characteristics components of the essential oil, like valeraldehyde, octanal, nonanal
y decanal was dtermined. Carvona increases its concentration. This compound has
been considered as a degradation index of the aromatic fraction.
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