Caracterizacion del Aroma de Chiles por
Extraccion SPME y Analizado por CG/EM.

T E S | S

QUE PARA OBTENER EL TITULO DE
QUIMICO DE ALIMENTOS

PRESENTA )
NAHOLI DAVID ALEJANDRI RAMIREZ

MEXICO, D.F.




e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



Apéndice |l

JURADO ASIGNADO:

Presidente: HUMBERTO RAMON GOMEZ RUIZ

Vocal: FRANCISCA AIDA ITURBE CHINAS
Secretario: ARACELI PATRICIA PENA ALVAREZ

1er Suplente: LUZ SANDRA SANCHEZ DEL ANGEL
20 Suplente: ERIKA MARIA RAMIREZ MAYA

SITIO DONDE SE DESARROLLO EL TEMA:

Laboratorio 108 de Espectrometria de Masas. Departamento de Quimica
Analitica.
Division de Estudios de Posgrado, Facultad de Quimica.
Universidad Nacional Autbnoma de México.

ASESOR DEL TEMA:

M. EN C. HUMBERTO RAMON GOMEZ RUiz

SUSTENTANTE:

NAHOLI DAVID ALEJANDRI RAMIREZ



Apéndice |l

Agradecimientos

A Jehovd, por darme de lo bueno y de lo malo, y quitarme de lo bueno y de lo
malo. Y porque cuando me quita de lo bueno y me da lo malo, también me da
fuerza, sabiduria o la compania y el apoyo de los que me aman. Y cuando me da
de lo bueno y me quita de lo malo, también me da alegria, franquilidad o libertad
para compartirlo con los que amo.

A mis padres, por su ensenanza, confianza y amor.

Al Hepy que ha sido siempre un ejemplo a seguir gracias por tus consejos, estar
siempre conmigo y ayudarme a crecer.

A la Hemy que me ha tenido tanta paciencia por su apoyo todos estos anos, por
su comprension y ayudarme a que este momento llegara.

A mis hermanas, Yun y Yur, por aguantar mis chacaladas y entenderme, compartir
fantas cosas y cuidarme.

A la UNAM y a la Facultad de Quimica, por darme la oportunidad y el orgullo de
ser PUMA. Por ser el lugar en el que enconftré mi destino y mi destino me enconftrd
a mi, por darme tantas lecciones y ser testigo de mi crecimiento.

Al Maestro Humberto Gomez, por ser un excelente profesor y compartir conmigo
SUs experiencias y conocimientos; por su paciencia, apoyo, confianza y afecto.

A la Dra. Araceli Pena, por su amabilidad, paciencia y por sus valiosas sugerencias
y aportes durante el desarrollo de este trabajo.

A la Maestra Fany, por su generosidad cientifica y valiosas criticas al discutir los
resultados de este trabajo. Ademds de su comprension y constante estimulo.



Apéndice |l

A la Maestra Lucia Hernandez, por hacer mas amenas las tardes de vapores de
bromo y compartir sus conocimientos y apoyarme cuando lo he necesitado.

A todos mis profesores, en especial a Rodolfo Fonseca, Ruth Martin y José
Sdmano; por ensenarme que la pasion y la humildad son los ingredientes mas
importantes para el éxito en cualquier campo.

A mis amigos, Victor, Tono, Daniel, David, Paul, Napoledn, Bryan, Ken, Robert,
Marcus y Peter; por ayudarme tanto en mi desarrollo personal, me han dado
muchas lecciones invaluables e inolvidables y me han dado a su modo lo mejor
de ustedes.

A mis amigas Priscila, Aida, Paula y Alma; sin ustedes esto podria haber parecido
un infierno, gracias por todo su apoyo y su amistad.

A mi Albis:
Gracias por ayudarme a darle a mi vida multiples sentidos.

Gracias por ensenarme a ver en mi a un humano y disfrutar de mi debilidad y mis
limitaciones.

Por estar a mi lado y compartir tu vida con la mia.

Por ser la mejor mujer y mi tesoro, por amarme como me amas y cuidarme como
cuidas.

Albita, te dedico mi tesis con todo mi amor.

TE AMO.

A todos los que no estdn en este papel pero estdn conmigo. jMuchas gracias!



Apéndice Il

-indice
Pagina
A 1 0 T U Todox o T o PR RRURRRI 1
2 ANTECRAENTES ..ottt ettt b e ebe e 2
0 R O - Y 11 o U o USSR 2
2.1 1 TAXONOM@ ..ttt ettt b ettt sttt b et nene 2
2.1.2  Perspectiva HISOMCA ......ccccvrireieicieeses et 3
2.1.3 Importancia COMEICIAL..........cooeriiieiiireeeee s 4
2.1.4  Composicién Quimica y Aporte Nutrimental ..........cccoeceeveevieievenieeece e 5
2.1.5  ChileS ProCESAUOS.......ccooueuiiriiriiiricieietntenet ettt 8
2.1.6  OlEOITESINGAS ....ovuirieiiieiiiciit ettt ettt 9
2.2 ATOIMA iRt h e r e she e r e nenre e e 9
221 Precepcion del Sabor y del ArOmMa .........coceeeiiieeeieceeeeeeeeee e 10
2.2.2  Técnicas Analiticas para la Evaluacion del Aroma ..........cccecevvennennenenenennen. 11
2.3 Cromatografia de GaseS (CG) ...cccveeveerieeeieriisieeese st ete e ste et s te s ae e neeneas 15
231 Principios de Cromatografial........c.cceceeviieeieieieceeece e 15
2.3.2 Principios de Cromatografia de Gases (CG) ......cccccevevveevereseeeeneceeeesieeveenne 17
2.4 Espectrometria de Masas (EM)......cccceeiririneneeieeeesese e 19
241 Principios de Espectrometria de Masas (EM)........ccccocevrineennennenseninenen, 20
2.5  Sistemas ACOPIAdOS CG/EM ..ottt 24
2.6  Microextraccion en Fase Solida (SPME) .......cccoccvviieceiiseeececeeee e 25
26.1 PrinCIpios A SPME........coo ittt s 25
G T @ 1 ][] 110 =3O RO 32
4 Desarrollo EXPEerimENntal ..........ccooiiiiiieeiie ettt ete et srn e saa e saa e s 33
A1 IMUBSIIAS ..ottt ettt st et et r e r e ne e s 33
4.2 MaterialeS Y FEACKIVOS ....ccvieveeieiecteeteste ettt st be st et e e e e s beereenaenes 33
G N =T 1 1] oo TS 34
4.4 MEOUOIOGIA. ... ettt ettt 34
44.1 Preparacion de [aS MUESITAS. ......cccveeieiieiiciece ettt sae s eanens 34

4.4.2  Optimizacion de [a eXtraCCiON..........ccveviiieeeriiieceee e 35



Apéndice Il

4.4.3  Optimizacion de [a SEPAraCiON ..........cccccceeveeiiieeieieceeeese st 36
4.4.4  Optimizacion de 1a INYECCION ........cccevieieieieieesere et 38

4.5 Identificacion de los componentes del aroma de los chiles.........ccccevvvvrereeennene 38

5  ReSUItAdOS Y DISCUSION ......cuorieiiieiirieiirieiirieitrieieste ettt be sttt bttt b et snas 39
5.1.1  Optimizacion de la eXtraCCiOn........ccccccveveiieeeresiceeece et 39
5.1.2  Optimizacion de la SEPAracion ...........cccccoveeeevesieeeniceeese e 47
5.1.3  Optimizacion de 1a iNYECCION .........cceevevieieeeeececeeee e 50

5.2  Andlisis de diferentes tipos de Chiles. ... 51
5.3 Identificaciéon de los componentes del aroma de los chiles...........ccooeeveeecieennnee 51
5.4  Composicion del aroma de las diferentes variedades de chiles..........ccccccvevennnee. 52

B CONCIUSIONES ..ottt bttt a e bbbt ae bt be st e b et et eseenenaens 53
A = 11 ] o To = 1 - H O TSR URSRUPSRRR 55
F Y 0 1=Y g To [ToT= N TR 57

APENICE L.ttt et et e st e e te et e beete et e s beessebesbeebaestesbeessestesbeens renbens 65



Apéndice Il

1 Introduccion

El género Capsicum, miembro de la familia solandcea, es cultivado extensamente
alrededor del mundo y utilizado para aderezar los alimentos, especialmente debido a su pungencia
caracteristica, y sus atractivos aroma y color.

A pesar de la atencidon dada a la pungencia de los chiles, relacionada al contenido de
capsaicina, el olor juega un importante rol en el sabor de este tipo de alimentos y en la aceptacion
de los consumidores.

El andlisis de compuestos volatiles potencialmente relacionados con el aroma de los chiles
ha sido un reto para muchos investigadores, ya que se han identificado un gran nimero de
compuestos volatiles, pero sélo una pequena fraccién de ellos contribuye a sus atributos
sensoriales.

Los métodos actuales para determinar la calidad de los chiles, y sus productos derivados,
no contienen informacion de la cantidad y calidad de los compuestos que componen el aroma de
los mismos, y los cuales le dan su valor real. Por esto, es necesario el desarrollo de un método de
analisis que tome en cuenta la importancia del perfil aromatico de los chiles como pardmetro de
calidad de los mismos.

En el analisis de los componentes del aroma, las técnicas de preparacion de muestras mas
comunes son: extraccion con disolventes, destilacién por arrastre con vapor, analisis de espacio
sobrenadante, entre otras. Estos métodos son laboriosos, tardados y caros y pueden conducir a
conclusiones errdneas acerca del aroma intacto de los chiles, relacionadas con artefactos
introducidos debido al intervalo de tiempo requerido entre la preparacidon de la muestra y los
pasos en interaccion con el disolvente. Una técnica para la preparacion de muestras para la
evaluacion de compuestos volatiles en chiles debe ser simple, rdpida, barata y compatible con los
instrumentos analiticos.

La microextracciéon en fase sdélida, SPME (por sus siglas en inglés), es una técnica
alternativa, rdpida, que no requiere de disolventes. Esta técnica no solo es mas rapida, sino que
produce extractos mas limpios que las extracciones liquido-liquido o liquido-sélido.

Desarrollar un método para el analisis del aroma del chile utilizando las ventajas que da
dicha técnica puede ayudar a obtener perfiles de aroma mds confiables. El desarrollo de este
método podria traer como resultado, la generacién de patrones para la elaboracién de
saborizantes correspondientes a las diferentes variedades de chile sin que su sabor este
necesariamente asociado al picor caracteristico de este alimento, asi como estandares para el
control de calidad de los chiles con base a su sabor y no sdlo con base a su apariencia como
actualmente se realiza.
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2 Antecedentes

.1 Capsicum

El género Capsicum, miembro de la familia de las solandceas, lleva en algunas culturas
occidentales un nombre relacionado con la pimienta; por ejemplo, en inglés se llama chili pepper;
en francés, piment enragé o poivre rouge; en italiano peperone y pimientdo picante en portugués.
Sin embargo, no tiene ninguna relacion con las pimientas de la familia de las piperaceas.™?

La palabra “chile”es una variacién de “chilli” derivada del dialecto nahuatl (Azteca),
mientras que “aji” es una variacién de “axi” del arahuaco. Aunque el chile es conocido por diversos
nombres dentro de un mismo pais, e incluso en diferentes estados y provincias, el nombre
botanico del chile es Capsicum. La palabra proviene de la base griega “Kapto” que significa
“morder o picar”, en referencia al picor o pungencia.?

La funcion principal del chile, ha sido la de modificar, desde hace miles de afios, los
sabores del régimen alimenticio basico del mexicano, estimulan el apetito, agregan aroma vy
textura al alimento, y crean atractivo visual en los platillos.*

El chile es uno de los elementos mds importantes en la dieta mexicana; mas que cualquier
otro ingrediente, el chile identifica a la comida mexicana, tanto nacional como
internacionalmente. Los chiles son consumidos por todos los niveles sociales en México y por
tanto puede ser considerado un comun denominador entre las clases sociales y uno de los rasgos
que identifican a los mexicanos.

.1.1 Taxonomia

La posicidn taxondmica del chile puede ser representada de la manera siguiente:
Reino: Plantae

Divisién: Magnoliophyta

Clase: Magnoliopsida

Orden: Solanales

Género: Capsicum.

El género Capsicum comprende una muy amplia gama de variedades, variando en forma,
color, pungencia y posicion de los frutos. Las caracteristicas florales, no obstante, muestran
considerable consistencia y son utiles para identificacién taxondmica. El género ha sido clasificado
con base en caracteristicas morfoldgicas y mas recientemente en caracteristicas genéticas. >

Los estudios genéticos encuentran similitudes entre el grupo C. annuum y los grupos C.
frutescens y C. chinense.

Como su nombre lo indica Capsicum annuum es una planta anual que, sin embargo, suele
crecer como perenne en zonas tropicales. Esta especie se describe de la siguiente forma: Las
plantas cultivadas crecen a una altura de 30 a 75 cm, segun el tipo de chile al que pertenezcan y
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las condiciones ambientales en las que se encuentran. Los pedunculos son solitarios, rara vez se
presentan en pares en el mismo nddulo, y generalmente estdn colgantes. Las flores son de corola,
de tono blanco lechoso, con anteras azules o moradas; el cdliz es dentado. Existe una gran
variedad en la forma y el tamafio del fruto, de tono verde o amarillo en el estado tierno, pero
adquiere color rojo, amarillo 6 café en el maduro.

La especie frutescens es una de las especias mdas conocidas comercialmente por su uso
como base en la elaboracidn de la salsa Tabasco, de procedencia americana. Las plantas cultivadas
miden entre 40 y 75 cm, tienen dos o mas pedunculos por nddulo, y caliz truncado o ligeramente
dentado. La corola es de color amarillento o blanco verdoso, con anteras azules o moradas. El
fruto crece tanto en posicidon erecta como colgante y tiene una gran variedad de formas. Es de
color verde o amarillo en su estado tierno, y se convierte en un tono al rojo vivo al madurar.

La especie chinense se conoce en México con el nombre popular de “chile habanero” y se
cultiva principalmente en la peninsula de Yucatdn. La planta crece a una altura de 40 a 75 cm,
tiene de 3 a 5 flores por ndédulo, con pedunculos generalmente declinantes. El cdliz carece de
dientes, pero presenta una indentacion marcada entre la base y el pedunculo. El color mds comun
de la corola es blanco mate con anteras azules o moradas. Su fruto puede ser de forma esférica o
alargada, con el pericarpio liso 6 arrugado, de colores anaranjado, amarillo, salmén, rojo o café.
Las semillas son arrugadas y se le considera el grupo mas picante de todos los chiles.

La especie baccatum se describe como hierba o arbusto pequefio, que alcanza entre 1y
1.5 m de altura. En general presenta una sola flor por nddulo, con caliz dentado y corola
blancuzca, de seis 0 mas segmentos y con manchas amarillentas, verdosas o cafés en la base de
cada lébulo. Las anteras son amarillas con filamentos largos. El fruto tiene varias formas, pero
generalmente se desarrolla de manera alargada y cae en posicion colgante de la planta; rara vez
toma una posicién erecta. Madura en varios tonos de café, rojo, anaranjado, y amarillo limén. Las
semillas son de color crema o amarillo. El grupo se identifica con facilidad por las manchas
amarillentas o parduzcas en la base de la corola.

La especie pubescens es la Unica especie cultivada de flores moradas. Sus caracteristicas
generales corresponden a una hierba o arbusto trepador que puede alcanzar una altura de tres
metros. Es perenne, con duracién de 4 a 5 afos, y tolera bajas temperaturas; generalmente las
flores son solitarias, de caliz dentado y corola de color violeta, con el centro blanco y anteras
moradas. El fruto es de forma globular o alargada y cae en posicidn colgante en la planta.’

Las especies baccatum y pubescens, tienen una distribucion geografica mucho mas
limitada que las especies annuum, chinense y frutescens.

.1.2 Perspectiva Histdrica

Se cree que el chile se origind en la regiéon andina de Bolivia, Perd, y Ecuador hace casi
10,000 afios.*

El chile es una de las primeras plantas domesticadas en América Central. En el valle de
Tehuacan (Puebla), que es uno de los mejores ejemplos documentados de asentamientos en
Mesoameérica, existe evidencia arqueoldgica del consumo de chile en fechas anteriores al séptimo
milenio a. C., mucho antes del cultivo de maiz y frijol. Los primeros hallazgos de chile (en
coprolitos y restos carbonizados) probablemente fueron cosechados en su habitat natural. No
obstante chiles domesticados similares a las variedades modernas tanto en tamafio y forma
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pueden ser encontrados desde el quinto milenio hacia adelante. Parece que los nativos de
América comenzaron a domesticar los chiles entre los afios 5200 y 3300 a. C.>*

Los Aztecas, Mayas e Incas utilizaron el chile como base de su alimentacién y tenian el
chile en tan alta estima que lo retiraban de su dieta cuando ayunaban para ganar favores y
complacer a los dioses.

Para el tiempo en que los espafioles llegaron a México en el siglo XVI, los aztecas
cosechaban docenas de variedades de chiles. El dia de hoy, todas las variedades domesticadas son
derivadas de cinco especies domesticadas de chile, y ninguna difiere sustancialmente de aquellas
domesticadas por los nativos americanos.**

Las distribuciones originales de las especies de Capsicum parecen haber sido desde el sur
de México extendiéndose hacia Colombia.

Cristébal Coldon fue uno de los primeros europeos en encontrar al chile, y lo llamo
“Pimiento” debido a su similitud en sabor con las pimientas del Viejo Mundo del género Piper.

Los europeos observaron que el chile era un colonizador natural, facil de transportar, y
gue permanece viable por varios afios. Como consecuencia el chile fue llevado hacia Espaia vy
rapidamente se propagd hasta otras partes del mundo. Los portugueses llevaron el chile a sus
colonias alrededor del mundo, incluyendo Africa, Arabia, y Asia, donde crecié rapidamente.*

En aquellos tiempos remotos, las especias fueron simbolo de status para las personas ricas
gue las comian en Europa y a través del Mediterraneo. Las especias tuvieron un enorme valor
comercial, no sélo como saborizantes, sino como medicina, conservadores, y perfumes.

A diferencia de las especias exdticas y raras llevadas a Europa, que eran costosas e
inasequibles excepto para las clases altas, el chile crece cémodamente en los climas tropicales de
Asia y estuvo disponible rdpidamente a la gente comun.

La mayoria de la gente no es tan aventurada cuando se trata de nuevos alimentos,
simplemente no comemos alimentos desconocidos. Sin embargo, el chile fue aceptado e integrado
rapidamente en las cocinas del mundo. El chile fue incorporado tan rapidamente en los alimentos
de Asia que en los afios 1700 un taxdnomo francés confundié el origen de una de las especies y la
llamé Capsicum chinense.’

.1.3 Importancia Comercial

Aunque hay algunas cifras de produccion disponibles, el estimado total del comercio
internacional de Capsicum es muy dificil de estimar. Durante finales de los 90 se estimé que la
produccidon mundial total de chile fue de alrededor de 25 millones de toneladas. La produccién de
chile crece afio con afio mientras los consumidores desarrollan mas y mds el gusto por este
alimento.?

Los productores mds importantes son: India, México, China, Pakistan, Corea, y Bangladesh.
México produce el 8.22 % de la produccién mundial de chile en fresco, ocupando el segundo lugar
a nivel mundial y es el tercer pais exportador de la hortaliza.>*

La produccion nacional en 2006 alcanzé una cifra estimada de un millén 800 mil toneladas,
principalmente de chile verde y, en menor medida, chile seco, con un valor de 10 mil 900 millones
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de pesos; es una muy importante actividad generadora de empleos, al ocupar 29 millones de
jornaleros en el campo.’

Los mexicanos somos los mayores consumidores de chile en el mundo con un promedio
anual de ocho kilos por habitante.”

En casi todo el pais se cultiva el chile, los productores mas importantes son los estados de
Zacatecas, Sinaloa, Chihuahua y Nayarit." Zacatecas ocupa el primer lugar en produccién con el
47% y en superficie cosechada con el 54%, manteniendo esta posicidn en los tltimos cinco afios.’

Casi todos los chiles cultivados en México pertenecen a la especie annuum. A la vez, es el
grupo de mas importancia econdmica en el mundo y de distribucidon geografica mas amplia. Se
cultiva en todos los paises especialmente en los del Tercer Mundo.

No es facil describir el cultivo del chile actualmente en términos generales, ya que hay
grandes variaciones segln las condiciones ambientales, y culturales de cada zona. Hay regiones en
las que utilizan tecnologia agricola avanzada para la produccién comercial orientada a la
exportacién; en cambio, en las zonas de pocos recursos econémicos y de bajo nivel cultural
tienden a conservar los métodos y las herramientas tradicionales.

En México hay mas variedades de chiles cultivados que en cualquier otro pais, es posible
sembrar casi todos los tipos en cualquier zona, aunque algunos se adaptan mejor a ciertas
condiciones ambientales que otros, esto ha generado la especializacion regional en la produccion
de algunos de ellos. La variedad de chiles que existen en México, la produccidon que se registra
practicamente durante todo el afio, son condiciones que favorecen el desarrollo del cultivo en el
territorio nacional.’

En México hay al menos 150 tipos de chile conocidos, algunos de los mas comunes estan
listados por especie en la Tabla 1.

Tabla 1. Especies y variedades de chiles*

Especie Variedades

C annuum Ancho, cascabel, chilacate, de arbol, giiero, pasado, chilhuacle negro, chipotle, fresno, guajillo,
jalapefo, mirasol, mulato, pasilla, poblano, dulce, Santa Fé, serrano, tipico.

C. annuum

(Variedad Pajaro, chiltepin, piquin, ululte, parado, costefio.

Avicular)

C. chinense Habanero, Uxmal.

C. pubescens Rocoto, manzano, perdn, canario, caballo.

C. baccatum Cusquefio, aji amarillo, escabeche, cuerno de oro.

C. frutescens Tabasco.

.1.4 Composicion Quimica y Aporte Nutrimental

Debido a que el chile, como la mayoria de las especias, es usado en pequefias cantidades
como “aditivos alimentarios” Unicamente, contribuye muy poco en la nutricion humana. No
obstante, las especias juegan indirectamente un papel extremadamente valioso en una buena
nutricidn ayudando a aumentar el atractivo y la apreciacion de alimentos que son
nutricionalmente importantes para nosotros.
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Los frutos de la mayoria de las especies de Capsicum contienen cantidades significativas de
vitaminas D, C, E y provitamina A cuando se encuentran frescos (ver Tabla 2). Ademas, gracias a
que el chile no contiene grasa, ni colesterol, es muy bajo en sodio y en calorias, es un gran aditivo
para una dieta saludable.’

El chile, estimula el apetito, aumenta la secrecidn salival y funciona como tonificante del
jugo géstrico."

En la Tabla 2, se menciona el aporte de nutrimentos de diferentes variedades de chiles. La
informacidon que en ella aparece se tomd de las tablas de valor nutritivo de los alimentos del
Instituto Nacional de Nutricidn, “Salvador Zubiran”, 1982.

Tabla 2. Composicion quimica de algunas variedades de chiles.

Proteina Grasas Hidratos de Carbono Tiamina Niacina Retinol Vitamina C
(8) (8) (8) (mg) (mg) (V) (mg)
CHILES FRESCOS
Cristalino 1.7 0.2 7.3 0.12 1 13 252
Chilaca 1.5 0.3 7.3 0.08 1 194 178
Habanero 2.2 0.8 53 0.11 0.7 59 94
Jalapefio 1.2 0.1 5.3 0.06 0.6 28 72
Poblano 2.6 0.6 10.4 0.14 1 41 364
Largo 2.7 0.2 2.6 0.21 1.4 42 120
Serrano 23 0.4 7.2 0.14 0.05 56 65
CHILES SECOS
Ancho 11.5 9.8 62.7 0.18 5.3 3081 76
Cascabel 12.9 6.4 63.6 0.22 8.9 1716 55
Guajillo 11.6 8.6 56.7 0.19 4.8 3281 100
Morita 13.2 5.4 61.6 0.22 15 993 79
Mulato 9.6 5.1 65 0.22 5.3 4333 108
Pasilla 12.7 9.6 60.5 0.37 8.6 9030 68
Piquin 14.4 6.4 64.9 0.32 14.5 500 36

Fuente: Tablas de valor nutritivo de los alimentos del Instituto Nacional de Nutricion, “Salvador

Zubiran”

Se ha comprobado que el chile tiene ademas propiedades laxantes, anti-irritantes,

analgésicas, rubefaciente, tonificante gastrico, y estimulante. Se ha comprobado también que la
capsaicina, compuesto quimico que da lo picante al chile, actia como agente contra el dolor al
reaccionar con un elemento llamado sustancia P que participa en los mecanismos nerviosos de la
transmisidon del dolor. Cremas hechas con la capsaicina a partir de chiles son el medicamento
tépico mas recomendado para combatir la artritis.

Otra Propiedad que tiene el chile es su poder antioxidante, lo que permite que al ingerir
cantidades adecuadas de este y otros alimentos de origen vegetal principalmente, se pueda lograr
una disminuciéon en la oxidacién de lipidos y oxidaciones enzimaticas, retardandose asi el
desarrollo de algunas enfermedades crdénicas, incluyendo problemas de corazén y cancer. Los
componentes quimicos y fotoquimicos de las plantas verdes, pueden mejorar una serie de pasos
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relacionados con la carcinogenesis, especialmente los mecanismos relacionados con la modulacion
de reacciones de perdxidos de lipidos.

El género Capsicum se caracteriza popularmente por ser un condimento picante. Este
factor esta determinado por la cantidad de capsaicinoides en el fruto, estos se encuentran
principalmente en sacos a lo largo de la pared interna del fruto o placenta. Diferentes
combinaciones de estos capsaicinoides producen las caracteristicas de pungencia de las
variedades de chiles individuales.?

Existen 14 capsaicinoides conocidos, entre ellos la capsaicina, que es la forma mds comun.
Es un compuesto fendlico, de color ligeramente amarillo y virtualmente no tiene sabor ni olor; es
insoluble en agua caliente y soluble en éter, alcohol, cloroformo y acetona. Este compuesto
qguimico es tan potente que la persona promedio puede detectar su pungencia a una dilucion de
10 ppm.2

Tabla 3. Algunos capsaicinoides identificados en especies Capsicum.

Férmula Estructural Nombre del capsaicinoide
HO
NH ici
o W/\/\/\)\CH3 Capsaicina
CH, o)
HO
:©\/ L
NH - -
o cH, Dihidrocapsaicina
CH, o)

HO

O:QVNHMCHS Nordihidrocapsaicina

CHg o] CH,

HO
O:QVNHMCHs Homodihidrocapsaicina

CH, o} CH,

HO:QV
NH CH. ici
o M 3 Homocapsaicina

CHg o CH,

HO:@\/

NH i i

o WCHa Nonivamida
(6]

CH3

La capsaicina estd controlada por un gene dominante; los chiles dulces, como el pimiento
morron, carecen de este gene. Su grado de acritud cambia segun la variedad del chile y la relacidn
del tejido placental con sus paredes. Por ello, los pequefios suelen ser mas picosos que los de fruto
grande.!

El nivel de pungencia de cualquier chile es afectado por su constitucidn genética, clima,
condiciones de crecimiento, y edad del fruto.?

El poder fisioldgico de la capsaicina es evidente para cualquiera que ha consumido chile
picante en alguna forma: el corazén comienza a latir rdpidamente, la salivacién y el sudor
aumentan, la nariz comienza a moquear, y el tracto gastrointestinal trabaja excesivamente.’
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El aroma caracteristico y sabor del fruto es impartido por el aceite volatil o aceites
esenciales. Los componentes quimicos que proveen el sabor varian en concentracion en diferentes
partes del fruto.*

Los terpenos usualmente contribuyen a la frescura aromatica de la especia, los derivados
oxigenados, que incluyen alcoholes, ésteres, acidos, aldehidos y cetonas son los principales
contribuidores a la sensacién aromatica de una especia. Los compuestos derivados del benceno
proveen notas dulces, cremosas, y florales.”

.1.5 Chiles Procesados

Los chiles estan disponibles en muchas formas: frescos, secos, o congelados; enteros,
molidos, picados, como pastas, extractos, o infusiones.*

El sabor fresco que los consumidores buscan de los chiles se obtiene inicialmente de su
aroma, éste es debido a los componentes voldtiles en la especie y pueden perderse durante la
cosecha, almacenamiento, procesamiento, o manejo de la misma.”

Los chiles enteros frescos tienden a ser muy aromdticos cuando son asados o freidos en
aceite. Los aceites esenciales desaparecen rapidamente a altas temperaturas, especialmente si los
chiles son procesados en un sistema acuoso, pero también pueden perderse a temperatura
ambiente o cuando estos son cortados o dafiados.”

El sabor esta intacto en chiles enteros y se libera mas lentamente que el de los chiles
molidos, especialmente cuando son sujetos a técnicas de preparacién como el freido o el asado.
Cocinar o procesar, cambia los componentes quimicos del chile y sus proporciones en diferente
grado, a menudo dando lugar a diferentes perfiles de sabor. Los chiles también liberan sabores
Unicos cuando son cocinados. El sabor generalmente es intensificado, chiles que no tienen un
aroma muy fuerte en su estado fresco, desarrollan intensos sabores después de ser asados o
hervidos.*

Cuando son molidos, se genera movimiento rapido de aire y calor que disipa algunos de
los aceites volatiles e incluso cambia algunas notas de sabor mediante la oxidacidn. Esto deja una
mayor concentracion de compuestos menos volatiles que dan mayor sabor pero menos aroma
debido a la pérdida de aceites esenciales.”*

El chile seco tiene algunas ventajas sobre el fresco: se puede almacenar por varios meses
sin que se deteriore, es mas ligero para el transporte y su precio es menos fluctuante, no estan
sujetas a disponibilidad estacional, son mas faciles de procesar, y tienen un menor costo.*

Para algunas variedades, las formas frescas tienen diferentes perfiles de sabor que las
formas secas. Por ejemplo, ahumar, asar, o secar cierto chile cambia significativamente su sabor y
color. Cuando el chile jalapefio es ahumado y secado, cambia su sabor y color completamente,
dandole una nueva identidad, llamada chile chipotle.4

Algunos chiles son llamados por diferentes nombres cuando son secados. Ejemplos de
chiles frescos y secos estan listados en la Tabla 4.
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Tabla 4. Nombres de algunos chiles en version fresca y seca.

Chile Fresco Chile Seco

Jalapefo: acorchado, candelaria, cuaresmeiio, espinalteco, Chipotle, morita, tipico, huachinango,
huauchinango, tres lomos, peludo, jarocho mora, ahumado, pocchilli

Serrano: verde, Panuco, serranito Balin, tipico, largo

Poblano: corazon, verdeino, esmeralda Ancho, mulato, chino, joto

Anaheim Pasado

Chilaca: apaseo, pabellon Pasilla, negro, prieto, para deshebrar
Piquin: chiltepin, piquillo Cascabel, chiltepin, piquin, Coban

Aji amarillo Cusquefio

Mirasol: real mirasol, miracielo Cascabel, puya, trompo, guajillo

.1.6 Oleorresinas

Una oleorresina es el producto obtenido de la extraccion por disolvente de especias
maduras secas o frescas, picadas o hechas polvo, con la remocién subsecuente del disolvente.

Las oleorresinas tienen el sabor completo, aroma, y pungencia de los chiles frescos o secos
ya que contienen los compuestos volatiles y no volatiles, incluyendo resinas y gomas.”

Las oleorresinas tienen mayores ventajas sobre el chile seco entero o en polvo; ya que se
eliminan las bacterias durante el proceso, esto permite un almacenamiento mds prolongado, sin
problemas de hongos, insectos o pérdida del color. Las oleorresinas poseen un nivel de picor
uniforme. También aportan ventajas econdmicas ya que no requieren que el fruto sea de primera
categoria, por lo que resulta ser la manera mas facil de utilizar los chiles lacrados o maltratados sin
disminuir la calidad del producto.

Algunos de los problemas que se presentan en la elaboracién de las oleorresinas son
debidos al alto contenido de humedad de los chiles utilizados, muy pocos chiles son sometidos a
este proceso debido al contenido tan elevado de agua en el mesocarpio que les impide
deshidratarse bien. Algunos chiles como el Jalapefio y serrano producen olores y sabores
desagradables al convertirlos en oleorresinas, quizas debido a reacciones que se producen con el
disolvente. Por lo que el uso de oleorresinas de chile en la industria alimentaria es muy limitado
principalmente a oleorresinas de paprika (Pimiento rojo).

.2 Aroma

El consumo de alimentos es esencial para la supervivencia de cada organismo viviente.
Fallar en la deteccion de alimentos contaminados o tdxicos puede tener consecuencias letales. Por
lo tanto, no es sorprendente que los humanos utilicen todos sus cinco sentidos para analizar la
calidad de sus alimentos. Un primer juicio acerca del valor de un alimento se hace de acuerdo a su
apariencia y olor. La comida que se ve y huele atractiva es tomada hacia la cavidad oral. Aqui,
basado en un andlisis sensorial complejo que no esta restringido al sentido del gusto sino también
incluye el olfato, tacto y oido, se toma la decisidn final de ingerir o rechazar el alimento.®

Los sabores y aromas son sensaciones quimicas producidas por un vasto numero de
moléculas liberadas por el alimento durante su consumo. Muchos sistemas sensoriales estan
involucrados en la deteccion de sabor dependiendo de las propiedades fisicoquimicas de las
moléculas estimulantes como volatilidad y solubilidad en lipidos y agua, junto con las propiedades
receptivas de diferentes detectores presentes en la nariz y cavidad oral.®
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.2.1 Precepcion del Sabor y del Aroma

Tres modalidades quimiosensoriales, olfativa, gustativa y trigeminal, contribuyen a la
percepcién del sabor. Son diferentes con respecto a sus respectivos sustratos bioldgicos pero son
dificilmente distinguibles en la experiencia del consumidor. En la vida cotidiana, las personas
generalmente no estdn conscientes de los origenes de las sensaciones quimicas experimentadas
durante su alimentacién, lo que justifica el uso de la categoria global “flavour” (“gout” en francés).
Incluso en condiciones experimentales, aunque los estimulos olfativos y gustativos pueden ser
distinguidos a menudo, no es facil distinguir los estimulos trigeminales de los olfativos y
gustativos. La razdn es la existencia de interacciones multimodales. Algunas de estas interacciones
ocurren a un bajo nivel, cercanas a la fase de recepcion; otras resultan de la convergencia de
diferentes mensajes sensoriales hacia una o varias aéreas integradoras comunes, a niveles mas
altos en el cerebro.®

.2.1.1 Procesamiento de la Informacion Olfativa

Ya sea mediante la via ortonasal o retronasal, las moléculas volatiles interactian con el
epitelio olfativo donde las células sensoriales tienen receptores a los que los odorantes pueden
unirse reversiblemente como el primer paso hacia la generacién de una sefial eléctrica. Las células
sensoriales son las neuronas. Una neurona receptora tiene un polo dendritico conectando
pequefios cilios inmersos en la mucosa nasal. La membrana ciliar alberga macromoléculas
receptoras. La célula posee un axén que se proyecta al bulbo olfatorio y transporta sefales
eléctricas producidas por la activacién del receptor. En el bulbo olfatorio, los axones sinaptizan con
neuronas de segundo orden que, a su vez, se proyectan hacia la corteza olfatoria primaria. De ahi,
el mensaje olfativo es enviado a muchas otras areas en el cerebro.®

Los receptores de odorantes son miembros de una super familia de receptores acoplados
a proteina G (GPCR). Todos tienen la misma estructura general con siete regiones hidrofdbicas
transmembranales. Difieren con respecto a sus secuencias de aminodcidos respectivas que son
especialmente variables en la tercera, cuarta y quinta regiones de la proteina. Generalmente se
piensa que estas regiones “hipervariables” determinan una cavidad de unién con el odorante
donde tienen lugar las interacciones ligando-receptor. La estructura de los receptores y sus
propiedades no han sido determinadas directamente pero son en mayoria inferidas del analisis de
los genes que los codifican.®

Estos genes son sorprendentemente numerosos y diversos, y esto esta obviamente
relacionado a la capacidad de los animales de discriminar entre un nimero muy grande de
odorantes. Los genes olfatorios constituyen la familia mas grande de genes en el genoma de los
vertebrados. En los humanos, el nimero de genes olfatorios es menor a mil, ademas, una gran
fraccion de ellos (alrededor del 60%) parecen ser no funcionales, se les llama “pseudogenes”.®

En general, las células sensoriales muestran una baja selectividad, a menudo respondiendo
a una proporcion sustancial de odorantes puros utilizados como estimulos, es decir, una célula
puede responder a muchos odorantes y un odorante puede estimular muchas células.®

La transduccion olfatoria es la conversién de la energia de la unidn entre odorante-
receptor en una sefial eléctrica, esta involucra una cascada de reacciones enzimaticas comenzando
con la activacion de una proteina G. De la transduccion olfatoria de las diferentes seiales
percibidas se forma una representacion olfativa, misma que se totaliza con las representaciones
trigeminal y gustativa en la corteza cerebral para producir una representacion integral del flavour.®
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.2.2 Técnicas Analiticas para la Evaluacion del Aroma

Histéricamente, el aroma fue considerado el componente principal del sabor vy, asi, los
guimicos saboristas se enfocaron en el estudio de volatiles en alimentos mientras que otra
informacidén sensorial fue desatendida. Mientras mdas aumenta el conocimiento relacionado a la
percepcidén sensorial y se desarrollan relaciones mas cercanas con cientificos sensoriales, los
guimicos saboristas han llegado a apreciar la naturaleza multimodal de la percepcién humana. De
esta manera, ha habido un creciente esfuerzo depositado en la quimica de la informacidn sensorial
no olfativa y sus interacciones para formar la percepcién del sabor. Desafortunadamente, nuestro
entendimiento de cémo los componentes no volatiles influyen en la percepcion del sabor es muy
incompleta y por eso las investigaciones desarrolladas se han enfocado en reflejar el conocimiento
en el campo de los componentes volatiles.

Tradicionalmente el andlisis del aroma de los alimentos se realiza empleando jueces
guienes describen las caracteristicas sensoriales de estos productos. Por necesidad la
caracterizacién sensorial de un juez, es una descripcién subjetiva del alimento, lo que hace que la
evaluacidon de dos jueces para un mismo producto pueda diferir de manera importante.

Por otro lado esta caracterizacion del aroma utiliza descriptores poco utiles desde el punto
de vista del quimico analitico ya que no pueden ser utilizados como elementos de control de
calidad en la produccién de los alimentos, en particular del chile.

.2.2.1 Criterios para la Eleccidon del Método Analitico.

Los componentes del aroma de un alimento pueden ser cientos o miles de moléculas de
naturaleza quimica muy diversa, que se encuentran presentes en diferentes proporciones. De
manera que para poder definir un aroma a través de la identificacion de los componentes
individuales (analisis quimico) requiere del empleo de poderosos métodos quimicos de separacion
como la cromatografia de liquidos o la de gases.

Sin embargo, existen numerosos métodos analiticos que se pueden utilizar para abordar
un problema de sabor. Se puede simplemente acoplar el método de espacio sobrenadante
estatico para el aislamiento del aroma con cromatografia de gases, o complicarse utilizando
tediosas extracciones de aroma y destilaciones o utilizar la olfatometria. Se debe considerar la
naturaleza de la muestra (composiciéon, concentraciones de los componentes aromaticos y
propiedades fisicas) ya que esta influye en la eleccién del método analitico. Por ejemplo, la
extraccién por disolvente de un alimento no seria de gran valor si el alimento contiene lipidos ya
gue se extraera no soélo a los compuestos volatiles sino también a los lipidos. Mas auln, cada
método ofrece diferentes fortalezas y debilidades muy separadas de la capacidad para aislar
compuestos del aroma. Los métodos automatizados ofrecen precision y permiten el andlisis de un
ndmero mayor de muestras.

La mayor parte de la variacion en los resultados finales viene del paso de aislamiento del
aroma. Siempre que este proceso pueda ser automatizado, la variacién disminuye mejorando el
valor de los resultados. La capacidad de manejo de muestras también difiere grandemente con la
metodologia. Los métodos automatizados hacen posible una operacién continua las 24 horas
(probablemente 40 o mas muestras/dia), mientras que métodos tediosos y de intensa labor como
el sistema Soxhlet estan limitados a una o dos muestras/dia.

11
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La estabilidad del método a través del tiempo es critica, por ejemplo, los absorbentes
usados en los métodos de microextraccion en fase sdlida (SPME) y Stir-bar se pueden deteriorar
con el paso del tiempo vy el uso, y en consecuencia, puede cambiar el perfil de volatiles obtenido.
Los métodos de purga y trampa, extraccion por disolvente y destilacidn, y extraccion simultanea
son estables a través del tiempo. Es importante considerar la muestra, volatiles de interés, tiempo
de analisis y los objetivos del estudio analitico cuando se elige un método analitico.®

En términos de objetivos analiticos, uno puede desear:

1. Obtener un aislado completo del aroma para identificar exactamente y cuantificar
cada constituyente del aroma en un alimento.

2. ldentificar solamente componentes clave de un perfil de aroma, esto es, aquellos

componentes que son responsables del aroma caracteristico del alimento.

Identificar una mala nota en un producto alimenticio.

Monitorear cambios con el tiempo en el aroma.

Predecir atributos sensoriales.

Determinar si un alimento estd adulterado.

o v kW

Cada una de estas tareas impone diferentes requerimientos en la metodologia.

Una de las tareas analiticas mas desafiantes es obtener un perfil analitico completo y
exacto de los componentes del aroma presentes en un alimento. Las dificultades comienzan con la
eleccién de una muestra para su estudio.®

Si se desea obtener el perfil de aroma del chile jalapefio, por ejemplo, équé muestra, o
limitado nimero de muestras de chile jalapefio es representativo de todos los chiles jalapefios?
Idealmente el analista seleccionara chiles jalapefios que sean caracteristicos de ese tipo de chile y
estén libres de defectos.®

Cada persona tiene una expectativa diferente o preferencia por cierto alimento dado. Este
problema normalmente se afronta reclutando a un individuo, o grupo de individuos, que tengan
experiencia en el sabor y aroma del alimento dado para que realicen la selecciéon de la muestra.
Aunque los expertos a menudo estan en desacuerdo casi tan ampliamente como los
consumidores, existe otra alternativa; el analista debe elegir muestras para el estudio y por lo
tanto, asume que no existe un método “perfecto” para hacerlo. De esta forma el analista analizara
una muestra, o grupo de muestras, con la esperanza de que sean caracteristicas del producto que
desea caracterizar.®

Cada método para el aislamiento del aroma suministra una visién sesgada y Unica de los
compuestos volatiles en el alimento. Asi, si uno desea tener una vision completa de los
componentes del aroma del alimento, debe utilizar varias técnicas de aislamiento en combinacion.
Mientras que cada técnica producird un aislado Unico del aroma, la combinacién de técnicas
podria producir una visidn cualitativa razonablemente completa del perfil del aroma del alimento.®

La tarea de identificar Unicamente los compuestos que tienen significancia sensorial puede
parecer menos complicada que tener una visién analitica exacta de todos los compuestos del
aroma del alimento debido a que estan involucrados un numero menor de compuestos.
Desafortunadamente, esta tarea tiene otros obstaculos que la hacen mas complicada. En este
caso, no tiene que aislar todos los volatiles del alimento y entonces determinar cual de estos tiene
una contribucién sensorial. Determinar cuales compuestos tienen contribucion sensorial ha sido
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sujeto de considerable investigacion durante los ultimos 20 o mads afos y a pesar de este esfuerzo,
se ha tenido un éxito muy limitado.

El problema inicial nuevamente es decidir una muestra apropiada para el estudio. Si se
desea determinar los compuestos caracteristicos del aroma del chile habanero, por ejemplo, no se
puede analizar todos los chiles habaneros en el mercado para desarrollar una descripcién quimica
qgue abarque todos los chiles habaneros del mundo. Tipicamente se seleccionan dos o tres
muestras considerados caracteristicos del chile habanero y sirven como modelos de estudio.®

La Unica forma para determinar qué componentes caracterizan el aroma de un alimento es
mediante la evaluacién sensorial. La aplicacién de la evaluacién sensorial en este contexto es muy
complicada. Se deben utilizar métodos sensoriales para validar la lista de compuestos
caracteristicos del aroma.

.2.2.2 Preparacion de la Muestra

Debe enfatizarse que la preparacién de la muestra es el paso mas critico en todo el
proceso analitico de componentes volatiles. La preparacién de la muestra es complicada por varios
factores:

Nivel de concentracién: los niveles de odorante son generalmente bajos, tipicamente en
los intervalos de ppm, ppb o ppt. Por eso, es necesario no sélo aislar los componentes sino
también concentrarlos varios érdenes de magnitud.

Matriz: los volatiles estan frecuentemente dentro de las células y deben ser liberados por
lisis. La muestra frecuentemente contiene componentes no volatiles como lipidos, proteinas, o
carbohidratos, que complican el proceso de aislamiento. Estos componentes pueden crear
problemas de formacién de espuma y emulsificacidon durante el procedimiento de aislamiento y
pueden crear artefactos si se llegan a inyectar en el puerto de inyeccidn de un cromatdgrafo de
gases. Los parametros termodindmicos y cinéticos con una liberacion del sabor de los alimentos,
dependen no solamente de la composicién sino también del estado fisico de la matriz; cuando se
trata de sistemas sdlidos o viscosos, hay mas parametros involucrados; los alimentos reales son a
menudo mas complejos, con composicidn y estructura heterogénea.®

Complejidad de los aromas: la composicién aromatica de los alimentos frecuentemente es
muy diversa. Complicando el panorama esta el hecho de que los componentes presentes cubren
los intervalos de polaridad, solubilidad, y pH.’

Variacion de la volatilidad: los componentes poseen puntos de ebullicidn que varian desde
debajo de la temperatura ambiente hasta aquellos que son sdlidos, como la vainillina (p.eb.
81°C).

Estabilidad: muchos componentes en el aroma son inestables y pueden ser oxidados por el
aire o degradados por el calor o condiciones acido-base extremas.

Independientemente de que técnica de preparacion de muestra sea empleada, es
criticamente importante evaluar la calidad sensorial del aislado. Ninguna técnica resultarad éptima
para cada muestra, y se deben realizar evaluaciones para asegurar que no ocurra la
descomposicién y pérdida de componentes deseados.
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En la actualidad, los procedimientos mds comunes reportados en la literatura para el
aislamiento de aromaticos son los métodos de espacio sobrenadante y extraccién por disolvente.
Otra de las técnicas de preparacién de muestra mas comunes empleada en la actualidad involucra
la destilacién por arrastre con vapor seguida de la extraccion con disolvente. La ventaja principal
es que el paso de destilacién separa los compuestos volatiles de los no volatiles. La destilacién por
arrastre con vapor funciona mejor para compuestos que son ligeramente volatiles e insolubles en

7
agua.

Puesto que los compuestos del aroma, por su naturaleza, deben abandonar la matriz del
alimento y viajar a través del aire para ser percibidos, generalmente son excelentes candidatos
para el analisis por cromatografia de gases (CG). La CG implica el analisis de compuestos organicos
voldtiles, es decir, materiales que existen en la fase de vapor, por lo menos a las temperaturas
tipicas de operacion de CG entre 40 y 300°C.

Aunque muchos de estos compuestos pueden ser extraidos por disolvente, destilados o
aislados de otra manera, frecuentemente es preferible tomar ventaja de su volatilidad y basarse
mas bien en técnicas de andlisis de espacio sobrenadante. Las técnicas de muestreo de espacio
sobrenadante frecuentemente son divididas en tres categorias: espacio sobrenadante estatico,
espacio sobrenadante dinamico, y purga y trampa. En cualquier caso el principio fundamental es el
mismo, los analitos volatiles del material sélido o liquido son muestreados mediante la atmdsfera
gue rodea a la muestra ya que esta atmdsfera se encuentra en equilibrio con el material de Ia
muestra. Todas las técnicas de espacio sobrenadante comparten ciertas ventajas vy
consideraciones. La mas importante es que los analitos son removidos de la matriz de la muestra
sin el uso de disolventes organicos, asi el cromatograma resultante no tiene pico correspondiente
al disolvente. Esto puede ser especialmente importante cuando los compuestos de interés son los
primeros en eluir, o son disolventes, y la presencia de un pico correspondiente al disolvente podria
diluir y enmascarar los picos de los analitos.’

Afortunadamente, la mayoria de los compuestos del aroma son volatiles, y se han
establecido procedimientos para su aislamiento tomando ventaja de su volatilidad. Una
aproximacién ideal para el aislamiento del aroma y su analisis suministraria una muestra analitica
cuya composicion es idéntica a la mezcla quimica dentro de la matriz, es decir, libre de disolventes
y otras impurezas, y que es completada en algunos minutos. La microextraccion en fase sélida
(SPME) estd emergiendo rapidamente como una técnica robusta para la rapida extraccion sin
disolvente o preconcentracion de compuestos organicos volatiles y semivolatiles en una variedad
de disciplinas cientificas. La técnica de SPME es independiente de la forma de la matriz; liquidos,
sélidos y gases pueden ser analizados con facilidad.’

Los materiales sélidos que contienen odorantes presentan retos adicionales al analista. Se
necesita abordar los efectos de la matriz, los componentes del aroma a menudo estan presentes
en forma encapsulada, los problemas de homogeneidad toman importancia, y los parametros de
equilibrio entre las fases sdlida y gaseosa no estan tan bien definidos como el caso de los liquidos.
La mayor parte de estos problemas pueden ser resueltos convirtiendo el material sélido en una
solucion o suspensidn antes de su andlisis. El analisis cualitativo mediante SPME es idealmente
apropiado para la caracterizacion de mezclas desconocidas de compuestos organicos volatiles en
matrices sélidas.’
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.3 Cromatografia de Gases (CG)

La cromatografia se ha convertido en el método dominante para el anadlisis de sabores y
fragancias. Esto es debido a que la complejidad de las muestras que se analizan obliga a que algun
tipo de separacion sea lograda antes de que los analitos componentes puedan ser medidos y
caracterizados, y la cromatografia de gases ofrece el maximo poder de resolucion para la mayoria
de estas mezclas de voldtiles. Sin embargo, aun bajo las mejores condiciones es muy dificil poder
resolver todos los componentes en estas muestras complejas.

.3.1 Principios de Cromatografia

La cromatografia agrupa un conjunto importante y diverso de métodos, que permite
separar componentes estrechamente relacionados en mezclas complejas, lo que en muchas
ocasiones resulta imposible por otros medios. En todas las separaciones cromatogrificas, la
muestra se desplaza con una fase movil, que puede ser un gas, un liquido o un fluido supercritico.
Esta fase mévil se hace pasar a través de una fase estacionaria con la que es inmiscible, y que se
fija a una columna o a una superficie sélida. Las dos fases se eligen de tal forma, que los
componentes de la muestra se distribuyen de modo distinto entre la fase moévil y la fase
estacionaria. Aquellos componentes que son fuertemente retenidos por la fase estacionaria se
mueven lentamente con el flujo de la fase mdévil; por el contrario, los componentes que se unen
débilmente a la fase estacionaria, se mueven con rapidez. Como consecuencia de la distinta
movilidad, los componentes de la muestra se separan en bandas o zonas discretas que pueden
analizarse cualitativa y/o cuantitativamente.

Los métodos cromatograficos se pueden clasificar de dos modos distintos. El primero de
ellos se basa en la forma en que las fases estacionaria y movil se ponen en contacto. En la
cromatografia en columna, un tubo estrecho contiene la fase estacionaria a través de la cual se
hace pasar la fase movil por presidn. En la cromatografia planar, la fase estacionaria se fija sobre
una placa plana o a los intersticios de un papel; en este caso la fase moévil se desplaza a través de
la fase estacionaria por capilaridad o por gravedad.®

La elucion en columna implica el transporte de una especie (eluato) a través de una
columna por la adiciéon continuada de nueva fase moévil. Una dnica porcidon de la muestra se
introduce en la parte superior de la columna después de lo cual los componentes de la muestra se
distribuyen entre las dos fases. La introduccién de fase mévil adicional (eluyente) hace que la fase
movil que contiene una parte de la muestra avance por la columna, donde tiene lugar un posterior
reparto entre la fase mévil y las porciones frescas de fase estacionaria a las que accede. Al mismo
tiempo, tiene lugar una distribucién entre el eleuyente nuevo y la fase estacionaria en el lugar en
el que inicialmente se ubicaba la muestra.

Las sucesivas adiciones de la fase moévil hacen avanzar las moléculas de eluato por la
columna en una serie de transferencias continuas entre las fases estacionaria y movil. Sin
embargo, debido a que el movimiento de los eluatos solo puede ocurrir en la fase movil, la
velocidad media a la que una zona de eluato migra en la columna depende de la fraccién de
tiempo que reside en esta fase. Esta fraccion de tiempo es pequefia para las sustancias que son
retenidas fuertemente por la fase estacionaria y es grande cuando es mas probable la retencién en
la fase movil. En el mejor de los casos, las diferencias de velocidad que resultan hacen que se
separen los componentes de la mezcla en bandas, o zonas, que se localizan a lo largo de la
columna.
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Si un detector que responde a la concentracion del eluato se coloca al final de la columna,
y se registra su sefal en funcién del tiempo, se obtienen una serie de picos. Este grafico
denominado cromatograma, es Util tanto para el analisis cualitativo como cuantitativo. La posicién
de los picos en el eje del tiempo puede servir para identificar los componentes de la muestra; las
areas bajos los picos proporcionan una medida cuantitativa de la cantidad de cada componente.

Es evidente que el movimiento de avance por la columna aumenta la distancia entre dos
bandas. Sin embargo, al mismo tiempo tiene lugar un ensanchamiento de ambas zonas, lo que
disminuye la eficacia de la columna como sistema de separacion. Aunque el ensanchamiento de
banda es inevitable, por lo comin se pueden encontrar unas condiciones en las que ocurra mas
lentamente que la separacién de bandas. De este modo, con frecuencia es posible una resolucién
clara de las especies siempre que la columna sea lo bastante larga o muy eficiente (Figura 1).

Fase rrdril
1

Faze estaconaris

Figura 1. Diferentes modos de desplazamiento de zonas en cromatografia de columna.

La eficacia de la columna cromatografica para separar dos eluatos depende, en parte, de
las velocidades relativas con las que eluyen las dos especies. Esas velocidades estan determinadas
por la magnitud de las constantes de los equilibrios en funcién de las cuales las especies se
distribuyen entre las fases estacionaria y movil .2

En general los equilibrios de distribucidon implicados en cromatografia se describen por
ecuaciones sencillas que suponen la transferencia de un analito entre las fases estacionaria y
movil. Asi, para el analito A, se puede escribir:

Amvil i Aecstacionaria

Una separacién cromatografica se optimiza variando las condiciones experimentales hasta
gue los componentes de la mezcla se separan completamente en el menor tiempo posible. Los
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experimentos de optimizacidn tienen como objetivo bien: reducir el ensanchamiento de banda, o
bien modificar las velocidades relativas de migracion de los componentes.?

Es importante considerar que, los cromatogramas no conducen a una identificacion
positiva de las especies presentes en una mezcla, pero si proporcionan a menudo la evidencia
segura de la ausencia de ciertos compuestos. Asi, si en la muestra no aparece un pico con el
mismo tiempo de retencién que un patrén en las mismas condiciones, se puede asumir que el
compuesto en cuestion esta ausente.

.3.2 Principios de Cromatografia de Gases (CG)

En cromatografia de gases (CG), la muestra se volatiliza y se inyecta en la cabeza de una
columna cromatografica. La elucion se produce por el flujo de una fase mévil de un gas portador,
las sefiales producidas por los analitos al pasar por un detector son registradas en mediante un
sistema de analisis de datos (Figura 2). A diferencia de la mayoria de los otros tipos de
cromatografia, la fase mévil no interacciona con las moléculas del analito; su Unica funcién es la de
transportar el analito a través de la columna.?

Vilvula de
control de Detactor
Reguladar ; .‘
g flujo Puerto de @

@ @ inyeccién r

Columna

m—

Gas
portadior @ t
@ Sistema de
Cilindro anilisis de datos
de gas

@ Hornio

Figura 2. Diagrama esquematico de un cromatégrafo de gases tipico.

La cromatografia de gases se basa en la distribucién del analito entre una fase movil
gaseosa y una fase liquida inmovilizada sobre la superficie de un sélido inerte.

Los gases portadores deben ser quimicamente inertes, entre ellos se encuentran el helio,
el nitrégeno y el hidrégeno. La eleccidén de los gases esta con frecuencia determinada por el tipo
de detector que se utiliza. El flujo normalmente se controla con un regulador de presién de dos
niveles colocado en el cilindro de gas, y otro regulador instalado en el cromatdgrafo. El intervalo
de presiones de entrada normalmente oscila entre 10 y 50 psi, lo que conduce a flujos de 25 a 150
mL/min en columnas empacadas, y de 1 a 2.5 mL/min en columnas capilares. Generalmente, se
supone que los flujos seran constantes si la presidon de entrada se mantiene constante. Los flujos
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pueden determinarse mediante un rotdmero situado en la cabeza de la columna. Muchos
cromatdgrafos modernos estdn equipados con medidores electrdnicos de flujo, y son controlados
por un microprocesador o una aplicacién de cdmputo para mantener el flujo al nivel deseado.

La eficacia de la columna requiere que la muestra sea de un tamafio adecuado y que sea
introducida correctamente; la inyeccién lenta de muestras concentradas provoca un
ensanchamiento de las bandas y una pobre resolucién. EIl método mas comun de inyeccién de
muestra implica el uso de una microjeringa para inyectar una muestra liquida o gaseosa a través
de un diafragma o septum, en una camara de vaporizacién instantanea situada en la cabeza de Ia
columna.?

Para la inyeccidn “split” se emplea un sistema divisor de la muestra que permite pasar a la
cabeza de la columna solamente una pequefia fraccion de la muestra, desechandose el resto
mediante un sistema de purga, generalmente este modo de inyeccidn se aplica a muestras muy
concentradas. El método de inyeccidon “splitless”, es un método especial para el analisis de
cantidades traza, en este método no existe division del flujo. Esta técnica aumenta la sensibilidad
ya que casi toda la muestra entra en la columna. Durante la inyeccién la valvula de purga
permanece cerrada. Después de que la muestra se vaporiza en el inyector y pasa a la columna, la
vélvula vuelve a abrirse para purgar al inyector (Figura 3).2

Septum

Purgadel Entrada d= gas
sepham o - . [POTEAC OF
— -#= Respiradero
de divisidn
Sello imtemo
Liner de vidno
Punto de divisidn

Colurmng tubular sbierts e |

Figura 3. Diagrama esquematico de un inyector split/splitless para CG.

Las columnas cromatograficas varian desde menos de 2 hasta 50 m de longitud, o mas.
Estan construidas con acero inoxidable, vidrio, silice fundida o teflén.

La temperatura de la columna es una variable importante, por ello la columna se introduce
dentro de un horno de temperatura controlada. La temperatura 6ptima de la columna depende
del punto de ebullicion de la muestra y del grado de separacién requerido. Para muestras cuyos
componentes presentan un amplio intervalo de temperaturas de ebullicion, a menudo es
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conveniente utilizar un programa de temperatura, con lo que se aumenta la temperatura de la
columna bien de forma continua o bien por etapas, al mismo tiempo que tiene lugar la separacion.

En la cromatografia de gases, la selectividad depende de la eleccidn de la fase estacionaria.
El orden de elucién en CG depende del punto de ebullicion.?

Para que una especie tenga un tiempo de residencia razonable en la columna, debe
presentar cierto grado de solubilidad en la fase estacionaria. La polaridad es el efecto del campo
eléctrico en la inmediata vecindad de la molécula, y se mide por el momento bipolar de la especie.
Las fases polares contienen grupos funcionales como —CN, -CO y —OH. Las fases estacionarias del
tipo hidrocarbonado vy dialquilsiloxanos son no polares, mientras que las fases de poliéster son
altamente polares.

Para la obtencién de un cromatograma es necesario primero un detector, el cual es un
dispositivo que mide la concentracion de cada uno de los componentes de la muestra y genera
una sefal eléctrica proporcional a dicha concentracién. Cuando la concentracion es alta tiende a
ser no lineal, pero a bajas concentraciones la cantidad minima detectable esta definida como la
concentracién cuya respuesta es tres veces mayor que su nivel de ruido.

Las caracteristicas de un detector son las siguientes:

Sensibilidad. Denota la cantidad de sefal generada para determinada concentracion de
una muestra, puede medirse como la pendiente de la grafica de la respuesta del detector en
funcién de la concentracion de la muestra.

Ruido. Es la maxima amplitud de la combinacion de los términos de ruido largos y cortos
en un periodo de tiempo dado. Estas perturbaciones que se producen en la linea base del detector
se deben a las propiedades eléctricas del instrumento, a problemas relacionados con las
variaciones de temperatura, oscilaciones de la tensidn de la linea eléctrica, o a fluctuaciones en el
flujo.

Respuesta universal. Significa que el detector genera una respuesta para todos los
componentes de la muestra, exceptuando el gas portador.

Respuesta selectiva. Significa que el detector sdlo responde a determinados tipos de
copmpuestos.

Intervalo lineal. En un grafico logaritmico de la respuesta del detector en funcién de la
concentracién de la muestra, es el intervalo en el cual la curva es lineal y tiene una pendiente de
1.0 £ 5%.

Existen diferentes tipos de detectores para las mas diversas aplicaciones.

.4 Espectrometria de Masas (EM)

En la técnica de espectrometria de masas (EM), las moléculas de muestra entran a una
cdmara al vacio donde son ionizadas por uno de varios métodos, siendo el mas comun el
bombardeo de electrones. La abundancia de los iones creados, que varian desde el ion molecular
hasta pequefios fragmentos idnicos es determinada como una funciéon de su relacién m/z. La
abundancia relativa de cada m/z puede ser graficada como un histograma, llamado espectro de
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masas, el cual es Unico para cada compuesto y sirve como una huella digital que ayuda a su
identificacién y caracterizacion.

4.1 Principios de Espectrometria de Masas (EM)

La espectrometria de masas (EM) es una metodologia espectroscopica en la cual se
generan espectros caracteristicos y Unicos para las moléculas de distintos compuestos.

El principio bajo el cual operan los espectrometros de masas es el de promover la
ionizacion de las moléculas de un compuesto y posteriormente separar y cuantificar los distintos
iones que se han producido. Cuando una molécula interacciona con una fuente de alta energia
(=70eV) se promueve la salida de un electrén del orbital molecular, con ello se genera un ién que

se denomina ién molecular (M ™) ; si el ién queda con un exceso de energia que no es capaz de

estabilizar, se fragmenta expulsando un fragmento neutro (mX) formando un fragmento (A") de
menor masa.

M+e  >M"+2e

M* —> A" +mx

Si el i6n fragmento A’ aln posee un exceso de energia que no pueda estabilizar, este
continuara fragmentandose expulsando mas fragmentos neutros y produciendo iones de masa
cada vez menores.

Cualquiera de los iones formados puede seguir distintos mecanismos de fragmentacion,
sin embargo, para un compuesto determinado existiran ciertas estructuras idnicas mas estables y
gue generaran iones preferentes. Esto depende solamente de la cantidad de energia que recibid la
molécula durante la ionizacién, todos los mecanismos de fragmentaciéon que puede seguir una
molécula constituyen un patrén de fragmentacién y éste es caracteristico y Unico para una
molécula.

Los procesos en espectrometria de masas son unimoleculares, consecutivos vy
competitivos, esto quiere decir que cada molécula de un compuesto se comportara en forma
distinta e independiente de las demas.

Si después de la ionizacidon los iones formados son separados en funcién de su masa, se
obtendrd la informacién de la masa molecular original y también el registro de los distintos
fragmentos de dicha molécula (Figura 4).
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Fragmentacidn

Figura 4. Concepto basico del anélisis por EM

20



Apéndice Il

Los espectrémetros de masas estan disefiados para separar los iones de masas distintas
que se producen en la ionizacidén segun su relacion masa carga (m/z); sin embargo, la mayoria de
los iones producidos se forman con una sola carga (z=1), por lo que la relacién masa carga es igual
a la masa (m/z = m). El otro valor que se registra en los espectrometros de masas, es el nimero de
iones de un mismo valor de m/z que se generan y se define como la intensidad de las sefiales, el
valor de intensidad estd directamente relacionado con la estabilidad del ién formado y esto es un
reflejo de la estructura del mismo.

Un espectro de masas estd constituido por una serie de sefiales en un sistema de dos ejes,
uno es la escala masica o de valores m/z y el otro corresponde a la intensidad de las sefiales o
abundancia de los iones.

Los espectrometros de masas requieren de una fuente de ionizacién y un separador de
iones de acuerdo a su relacion m/z, un detector que permita registrar los iones y su intensidad y
un registrador.

Dado que el instrumento se encuentra al vacio, se requieren de sistemas especiales de
introduccion de muestras; primero que permitan gasificar los compuestos y después que no
rompan el sistema de vacio del equipo.

El proceso requiere que los iones que se introduzcan puedan llegar hasta el detector sin
haber sufrido cambios, para esto se requiere que no exista otro gas presente que pueda dar lugar
a colisiones ién-molécula. Esto se logra con alto vacio (1 x 10° — 1 x 107 torr) y es por ello que los
espectrometros de masas cuentan con bombas mecanicas y bombas de difusién o
turbomoleculares que permiten alcanzar estos niveles de vacio.

La cdmara de ionizacidn es el principal elemento de un espectrometro de masas, ya que la
obtencidn de un buen espectro de masas depende de que se haya realizado una buena ionizacién.
La mayoria de los espectrometros de masas cuentan con una cdmara de ionizacién por impacto
electronico (IE), a la cual fluyen las moléculas de muestra gasificada y dentro de ella, interaccionan
con un haz de electrones, producido por el paso de corriente a través de un filamento de renio o
tungsteno, la energia de los electrones se establece por la diferencia de potencial del filamento
(Figura 5).

El dispositivo multiplicador de iones o multiplicador de electrones es el mas comunmente
utilizado para detectar los iones, permite una respuesta rapida y ademas genera una sefal
proporcional al nUmero de iones que llegan a él.

Los espectros de masas pueden ser evaluados para determinar la estructura original de los
analitos y comparados con librerias de referencia para la identificacion positiva, proporcionando
una capacidad cualitativa sin paralelo.

El poder de resolucidn del espectrémetro de masas es tal que cada valor entero de m/z
puede servir como un canal independiente aislado para la deteccion cromatografica. Las masas
exactas de los atomos no se localizan en estos enteros, por el contrario, mas bien tienen valores
de masa ligeramente arriba y abajo de estos nimeros, asi que se debe ser cuidadoso al utilizar una
escala de masas nominal. La diferencia entre la masa nominal y la masa exacta de un ién podria
originar que la m/z de un ién en particular sea asignada dependiendo de la composicién elemental
y la masa total para ese idn. Esta diferencia es llamada efecto de masa y toma mas importancia a
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mayores m/z. No obstante, la mayoria de los sistemas CG/EM se pueden ajustar para corregir los
defectos y asignar el nimero de masa nominal apropiado a cada m/z.”
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Figura 5. Diagrama esquematico de una fuente de ionizacion por impacto electroénico.

El analizador o separador masico, tiene la funcidn de separar el haz idénico en todos sus
componentes segun su relacion m/z.

Los espectrometros de masas generalmente son clasificados con base en su analizador de
masas. Los primeros instrumentos comerciales CG/EM usaron analizadores de sector magnético;
los de uso mds comun en la actualidad son de filtros de cuadrupolo, trampas de iones, y mas
recientemente instrumentos de tiempo de vuelo.

Sector magnético. Los instrumentos con sector magnético, separan los iones de diferentes
valores m/z mediante un enfoque direccional de la dispersion del momentum. Cuando iones de
diferente m/z pero energia cinética idéntica entran a un campo magnético, viajan en diferentes
trayectorias circulares de esta manera pueden ser separados. En realidad, el sector magnético
actia como un analizador de momentum, y dispersa cada ién de acuerdo a su relacién
momentum-carga (Figura 6).
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Figura 6. Analizador de masas de sector magnético.

Filtro de masas de cuadrupolo. Este instrumento es mas compacto, mas barato y mas
robusto que cualquier otro tipo de espectrémetro de masas. También presenta la ventaja de su
elevada velocidad de barrido, de manera que se puede obtener un espectro de masas completo en
menos de 100 ms. El corazén de un instrumento cuadrupolar es el conjunto de cuatro barras
cilindricas paralelas que actian como electrodos. Las barras opuestas se conectan eléctricamente,
un par estd unido al polo positivo y el otro se une al terminal negativo. Ademas, se aplican a cada
par de barras potenciales variables de corriente alterna de radiofrecuencia que estan desfasados
180 grados. Para obtener un espectro de masas con este dispositivo, los iones se aceleran en el
espacio entre las barras mediante un potencial de 5 a 10 V. entre tanto, las tensiones de corriente
continua y de corriente alterna se incrementan simultdneamente, mientras se mantiene constante
su relacién. En cualquier momento, todos los iones excepto aquellos que tengan un determinado
valor m/z inciden en las barras y se convierten en moléculas neutras. Por tanto, sélo los iones cuyo
valor de m/z esté dentro de un intervalo limitado alcanzaran al detector. Generalmente, los
instrumentos cuadrupolares separan facilmente iones que difieren en su masa en una unidad
(Figura 7).
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Figura 7. Analizador de masas tipo cuadrupolo.
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Tiempo de vuelo. En los instrumentos de tiempos de vuelo (TOF), los iones positivos se
producen periédicamente mediante el bombardeo de la muestra con impulsos cortos de
electrones, iones secundarios o fotones generados por laser. Estos impulsos suelen tener
frecuencias de 10 a 50 kHz y un tiempo de vida de 0.25 ps. los iones producidos de esta manera
son acelerados después mediante un impulso de campo eléctrico de 10® a 10" V que tiene la
misma frecuencia que el impulso de ionizacidn, pero desfasada. Las particulas aceleradas pasan al
tubo analizador de aproximadamente un metro de longitud y que no estd sometido a ningun
campo. Debido a que todos los iones que entran en el tubo idealmente tienen la misma energia
cinética, sus velocidades dentro del tubo deben variar inversamente con sus masas, llegando al
detector antes las particulas mas ligeras que las mas pesadas. Los tiempos de vuelo habituales son
de 1 a 30 ps. Desde el punto de vista de la resolucion y de la reproducibilidad, los instrumentos
gue emplean separadores de tiempo de vuelo no son tan satisfactorios como aquellos que utilizan
separadores magnéticos o cuadrupolares. Sin embargo, algunas ventajas compensan, en parte,
estas limitaciones; entre ellas, la sencillez, la robustez, facilidad de accesibilidad a la fuente de
iones, un intervalo de masas virtualmente ilimitado y rapidez en la adquisicién de datos.

.5 Sistemas Acoplados CG/EM

La combinacidn de la cromatografia de gases (CG) para la separacion y la espectrometria
de masas (EM) para la deteccién e identificacion de los componentes de una mezcla de
compuestos ha llegado a ser la herramienta analitica definitiva en el laboratorio analitico de
investigacidn y comercial. El sistema CG/EM es una herramienta analitica poderosa y facil de usar.
La cromatografia de gases sufre de algunas debilidades, como el requerimiento de compuestos
qgue puedan ser volatilizados en las condiciones de operacién de los equipos, pero el problema
principal es la falta de una prueba definitiva de la identificacion de los compuestos detectados
mientras son separados.”*°

El espectrémetro de masas toma el material inyectado, lo ioniza al alto vacio, enfoca esos
iones y sus productos de fragmentacion a través de un analizador de masas, y entonces colecta y
mide las cantidades de cada ién seleccionado en un detector. Un espectrémetro de masas es una
excelente herramienta para identificar claramente la estructura de un compuesto Unico pero no es
util cuando se trata de una mezcla.

La combinacion de los dos componentes en un sistema CG/EM forma un instrumento
capaz de separar mezclas en sus componentes individuales, identificandolos y proveyendo
informacidn cuantitativa y cualitativa de las cantidades y estructura quimica de cada compuesto.
Sin embargo, este sistema mantiene las debilidades de ambos componentes, requiere de
compuestos volatiles y tiene ciertos limites de peso molecular (Figura 8).*%*

Acoplando los sistemas de cromatografia de gases y espectrometria de masas se logra
resolver el principal problema que se tiene con la técnica de CG, que es la identificacidn cualitativa
de los componentes separados, ya que esta no es absoluta y tan solo se tiene como parametros el
tiempo de retencion, las caracteristicas de operacion y la fase estacionaria. La espectrometria de
masas nos permite la identificacion cualitativa de los eluatos en cromatografia.

El acoplamiento CG/EM ha dado como resultado una herramienta analitica muy poderosa
para el andlisis de compuestos organicos y se ha logrado que los niveles de sensibilidad se
incrementen notablemente. Con este sistema es posible registrar sustancias en el nivel de
picogramos.
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Figura 8. Diagrama esquematico de un sistema CG/EM acoplado

La ventaja principal de los equipos CG/EM radica en el poder identificar y cuantificar los
componentes de una mezcla compleja en un tiempo corto y con cantidades pequefias de muestra.

.6 Microextraccion en Fase Solida (SPME)

La microextraccion en fase sélida (SPME) es un método innovador, completamente libre
de disolventes utilizado entre otras cosas para concentrar sabores y fragancias y que reduce
significativamente el tiempo y costo requeridos para la preparacion de muestras, por lo tanto
representa una excelente alternativa ante las técnicas convencionales de extraccion.

Desde su aparicidn, esta técnica se ha vuelto muy popular para determinar compuestos
voldtiles y semivolatiles debido a sus ventajas sobre los métodos convencionales de extraccién. Ha
sido aplicada en el analisis de una amplia variedad de muestras, incluyendo ambientales, aire de
interiores, alimentos, muestras bioldgicas, analitos orgdnicos contaminantes, residuos de
pesticidas, medicamentos, etc.

Una ventaja muy importante de la técnica de SPME es que puede ser combinada con otros
procesos cromatograficos o espectrométricos. Si SPME es combinada con espectrometria de
masas, es posible identificar cada analito (SPME-CG/EM).

Ademas, es menos costosa que muchos otros métodos de preparacion de muestra.’

.6.1 Principios de SPME

Esta técnica fue desarrollada para satisfacer la necesidad de una rapida preparacién de
muestra tanto en el laboratorio como in situ. En esta técnica una pequefia cantidad fase extractora
se dispersa en un soporte sélido que se expone a la muestra por un periodo de tiempo bien
definido. Puede darse el caso de que una vez finalizado este periodo de tiempo, la fase de
extraccién y la matriz de la muestra se encuentren en equilibrio, o bien se encuentren en un
estado previo al equilibrio. En cualquier caso, la cuantificacién puede realizarse basada en Ia
acumulacién de analitos sobre la cubierta a través del tiempo.

La idea crucial y prominente del método de SPME es la geometria inteligente del agente
de extraccion.
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La técnica SPME toma ventaja del equilibrio de extraccion (absorcidn-adsorcion selectiva
de la matriz a la cubierta). En este primer paso, como ya se describid, se expone la fase extractora
a la muestra y asi, los analitos con alta afinidad por el sorbente son extraidos selectivamente. El
segundo paso consiste de la desorcién de todos los compuestos extraidos por la fibra en un
instrumento analitico."

Generalmente en SPME se utilizan fibras cubiertas de diferentes compuestos. El
transporte de los analitos de la matriz hacia la cubierta comienza tan pronto como la fibra cubierta
ha sido colocada en contacto con la muestra. Tipicamente la extraccién se considera terminada
cuando la concentracién de analitos ha alcanzado el equilibrio, es decir, la cantidad extraida es
constante dentro de los limites del error experimental y es independiente a un aumento en el
tiempo de extraccion.

Las ventajas mas visibles de SPME son los volumenes extremos de las muestras. El sistema
es pequeio y conveniente, las fibras pueden utilizarse para la extraccion de analitos de muestras
muy pequefias. También permite la rapida extraccion y transferencia a un instrumento analitico.

Existen tres tipos basicos de extraccion (Figura 9) que pueden realizarse con SPME:
extraccion directa (DI-SPME), espacio sobrenadante (HS-SPME) y con proteccién de membrana. En
el modo de extraccién directa, la fibra cubierta es insertada dentro de la muestra y los analitos son
transportados directamente de la matriz de la muestra a la fase de extraccion.

SPME inmersidn directa SPME de espacio sobrenadante SPME con membrana protectora
Direct SPME Headspace SPME Membrane-protected SPME
d 4 &
T I T

D IMatriz de . Cubierta de D Membrana

amuestra la fibra

Figura 9. Diferentes modalidades de SPME.

En el modo de espacio sobrenadante los analitos necesitan ser transportados a través de
la barrera del aire antes de que alcancen la cubierta. Esta modificacidn sirve para proteger la
cubierta de la fibra del dafio por interferencias de alto peso molecular y otros compuestos no
voldtiles presentes en la matriz de la muestra.
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La extraccidén indirecta a través de una membrana protege también a la fibra del dafo de
forma similar al modo de espacio sobrenadante. La proteccidon de la membrana es mas ventajosa
cuando se hace el analisis de analitos que tienen volatilidades muy bajas para poder usar la técnica
de espacio sobrenadante.

.6.1.1 Generalidades del Método SPME

La muestra es colocada en un vial o algin contenedor apropiado sellado con una tapa tipo
septum (Figura 10, 1). La fibra debe ser limpiada antes de analizar cada muestra porque la cubierta
puede absorber compuestos quimicos del aire y producir picos espurios en el cromatograma. La
limpieza puede hacerse en pocos minutos insertando la fibra dentro del puerto auxiliar de
inyeccién del cromatégrafo de gases. Para muestras liquidas, la aguja de SPME perfora el septum
(Figura 10, 2) y la fibra es extendida dentro de la solucidn.

Durante el muestreo de espacio sobrenadante la fibra se expone dentro de la fase de
vapor sobre la muestra liquida o sdlida (Figura 10, 3). Después de un tiempo suficiente, se
establece un equilibrio entre la muestra y el espacio sobrenadante y el espacio sobrenadante y la
fibra de SPME. El equilibrio de particidn ocurre entre la fase orgdnica liquida de la fibra y la fase de
vapor sobre la muestra liquida o sdlida. La difusidn de los analitos hacia la fibra en la fase de vapor
es cerca de cuatro érdenes de magnitud mas grande que la difusién en una solucién.

Tiempos de absorcion de 15 a 30 minutos son tipicos para analisis SPME, ya que
generalmente no se realiza una extraccidén exhaustiva. A los compuestos que tienen una mayor
volatilidad les toma menos tiempo equilibrarse que a aquellos que son menos volatiles. Después
del tiempo apropiado, la fibra es retraida dentro de la aguja (Figura 10, 4), la aguja es removida del
septum y entonces es insertada directamente dentro del puerto de inyeccion del cromatégrafo de
gases (Figura 10, 5). Los analitos adsorbidos se desorben térmicamente por el calor del puerto de
inyeccion y son transferidos directamente hacia la columna para su separacion (Figura 10, 6) y
posterior deteccién (Figura 10, 7).’

o U
i
i i " Columna

1 2 3 4 — - —| NS |
Inyector ((((})))
e Detactor
5 & T

Figura 10. Tomay analisis de muestra mediante SPME.
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El uso de un liner en el puerto de inyeccién con un didmetro interno de 1 mm o menor es
recomendado para la obtencidon de picos mas definidos y para una mejor sensibilidad para
compuestos altamente volatiles, aunque se pueden obtener separaciones cromatogréficas
completamente satisfactorias utilizando un liner estandar empacado con lana de vidrio.’

Se debe ser cuidadoso y asegurarse de que la superficie superior de la lana de vidrio u otro
material de empaque utilizado en el liner esta por debajo del nivel de la punta de la fibra de SPME
cuando se inserta y extiende dentro del puerto de inyeccién. Una ventaja de SPME es que
previene la entrada de agua hacia la columna capilar del cromatégrafo, y por lo tanto, evita la
degradacién potencial de la columna.

Regularmente se observan una serie de siloxanos en un analisis por SPME. Algunas
posibles fuentes de contaminacion de siloxano es el PDMS en la fibra de SPME, el liner silanizado,
el septum del inyector, el septum del vial, y la columna capilar. Entre otros contaminantes se
incluyen algunos ésteres del acido ftdlico y antioxidantes, hidroxitolueno butilado e hidroxianisol
butilado.”

Esencialmente, los principios que afectan la extraccién de compuestos orgdnicos de
soluciones utilizando SPME son factores que controlan la particién entre las fases de liquidos
inmiscibles en un embudo de separacién, un sistema de extracciéon a contracorriente, o cualquier
otra extraccion liquido-liquido. Por lo tanto, los factores que afectan una extraccion eficiente por
estos métodos (tiempo de contacto, eficiencia de mezclado, pH, concentracién de sal,
temperatura, radios de fase, etc.) también afectan la particién en extracciones SPME.

Cada componente quimico se comportara diferentemente dependiendo de su polaridad,
volatilidad, coeficiente de particién, el volumen de la muestra y del espacio sobrenadante, la
velocidad de agitacion, el pH de la solucidn, y la temperatura de la muestra.

Tanto las técnicas de muestreo directo de liquidos como la de espacio sobrenadante a
menudo se benefician de la adicidn de sal a la solucidn, o del ajuste apropiado del pH, que acentua
el equilibrio de los compuestos contenidos en el aroma hacia la fibra de SPME. El pH de la muestra
es crucial para la extraccidén por SPME de acidos y bases.

La temperatura de las muestras debe ser controlada con el uso de un bafio de agua o
algun otro aparato termoregulado. Calentar la muestra desplaza el equilibrio hacia la fase gaseosa,
de esta manera se mejora la sensibilidad ya que aumenta enormemente la difusidn de los analitos
hacia la fase de vapor. La técnica SPME de espacio sobrenadante es capaz de extraer componentes
con puntos de ebullicidn mucho mas altos que la temperatura de muestreo. No es sorprendente,
entonces, que las extracciones por espacio sobrenadante de muestras de alimentos suministren
considerable detalle acerca de la composicidn de las especias, hierbas y sabores.’

La técnica de SPME es una técnica en la que la extraccion raras veces se completa y la
recuperacion normalmente es lejana al 100%. No obstante, existe una relacién lineal entre la
cantidad de analitos retenidos en la fibra y la cantidad inicial de analitos en la muestra. La cantidad
de analitos extraidos por la fibra (N™) en un sistema trifdsico (muestra, espacio sobrenadante y
fibra) esta dada por:

K fsz
= n
KV, +K.V, +V, °

0

(1)
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donde N, es la cantidad inicial de analito en la muestra, K, y K., son las constantes de
distribucion fibra-muestra y espacio sobrenadante-muestra, y V,, V, y V, son los volimenes de

la fibra, el espacio sobrenadante y la muestra.

Si se mantiene constante la temperatura y los volimenes, se puede elaborar una curva de
calibracién de la respuesta analitica observada para cantidades de analito conocidas utilizando
soluciones estandar. Sin embargo, en muestras con matrices complejas, la pendiente de la curva
de calibracion difiere bastante de la obtenida para las soluciones estandar porque las constantes
de distribucién dependen de la composicion y la polaridad de las muestras y las soluciones.
Cuando existe el efecto matriz, normalmente se utiliza el método de adiciéon estandar aunque
también puede usarse el método del estandar interno, pero estos estandares deben ser afectados
por la matriz de la misma forma que los analitos.

Ninguno de estos métodos resuelve correctamente el problema cuando se trata de
muestras solidas porque los analitos y los estandares afiadidos se comportan muy diferentemente.
En muestras consistentes de una matriz compleja como en los alimentos, las condiciones ideales
no se alcanzan debido a que la concentracion absoluta de un compuesto dado no es constante.
Los compuestos se forman y degradan continuamente a través de un gran nimero de reacciones
quimicas complejas que son afectadas por la temperatura, humedad, y presion.’

Un método utilizado para la cuantificacién de analitos en muestras sélidas utilizando HS-
SPME involucra una extraccion multiple, que elimina el efecto matriz la muestra es extraida varias
veces utilizando intervalos de tiempo iguales y las areas de los picos obtenidos son utilizadas para
calcular la cantidad del analito en la muestra.

Un grafico de la relacion de las areas de los picos y el tiempo de extraccion es un
prerrequisito para la optimizacion de un método SPME. Dicho tiempo puede ser obtenido cuando
no se detecta aumento en las areas de los picos cuando se aumenta el tiempo de extraccion
(Figura 11).

. | Pre-equilibrio ==
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Tiempo de extraccion

Figura 11. Efecto del control del tiempo de extraccion antes y durante el equilibrio.
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El complejo equilibrio establecido durante el proceso de SPME hace que la cuantificacion
de los analitos sea extremadamente dificil. La mayoria de la literatura reporta el uso de la técnica
SPME para andlisis cualitativos.

Muchos analistas advierten que los resultados cuantitativos obtenidos con SPME son
altamente dependientes de las condiciones experimentales y la matriz de la muestra y que las
técnicas de calibracién externa no son confiables para la cuantificacién ya que una matriz sintética
no se compara con una muestra auténtica.’

Ademas, se sabe de la existencia de competencia entre analitos por sitios de
absorcién/adsorcion (sitios activos) en la fibra de SPME (Figura 12). Algunos compuestos con una
constante de equilibrio fibra-aire muy grande son fuertemente adsorbidos por la fibra y pueden,
por tanto, reducir la adsorcidn de otros compuestos. El fendmeno de competencia ocurre cuando
la concentracion excede el limite superior del intervalo de linealidad. Tiempos cortos de muestreo
son una forma efectiva para reducir la sobrecarga de la fibra especialmente cuando se analizan
compuestos tanto de baja como de alta afinidad por la fibra.

Fasa de PDM5 Sitios activos de Carboxeno

Silice fundida ]

X O XX XX X

Los analitos pueden m]gFar antra
las capas de capacidad aumentada.

Figura 12. Representacion de una fibra de SPME de PDMS-Carboxeno, en este tipo de fibras los sitios
activos son mas evidentes.

.6.1.2 Desarrollo del método

Desarrollar un nuevo método de SPME en la mayoria de los casos requiere de los
siguientes pasos: 1. Seleccion de la cubierta de la fibra. 2. Seleccion del reactivo de derivacién, si
se requiere. 3. Seleccion del modo de extraccion. 4. Seleccion del método de agitacién. 5.
Seleccion de la técnica de separacion y deteccion. 6. Optimizacion de las condiciones de desorcion.
7. Optimizacién del volumen de la muestra. 8. Determinacién del perfil del tiempo de extraccion
en una matriz pura. 9. Determinacion del tiempo de extraccién. 10. Calculo de la constante de
distribucion. 11. Optimizacién de las condiciones de extraccidn (pH, fuerza idnica, temperatura).
12. Determinacion de un intervalo lineal para una matriz pura a condiciones dptimas de
extracciéon. 13. Seleccion del método de calibracion. 14. Optimizacion de las condiciones de
extraccién para muestras heterogéneas. 15. Verificacidon del tiempo de equilibrio, sensibilidad e
intervalo lineal dinamico de muestras complejas. 16. Determinacién de la precisién del método.
19. Automatizacién del método.™

En muchos casos, no todos los pasos necesitan ser llevados a cabo. El conocimiento
adquirido de experimentos previos, asi como de la literatura, pueden ser aplicados a menudo al
problema actual.
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.6.1.2.1 Cubierta de la fibra.

Las fibras para SPME estan disponibles comercialmente en varios espesores y estdn
cubiertas con polimeros de diferente polaridad desde el no polar polidimetilsiloxano (PDMS) hasta
el mas polar carbowax. También estdn disponibles combinaciones de copolimeros carboxeno,
PDMS, poliacrilato (PA), carbowax y divinilbenceno (DVB), que ofrecen beneficios afiadidos a la
extraccion de tipos especificos de compuestos y permiten la posibilidad de escoger caracteristicas
de absorcion o adsorcion.

Para la mayoria de los analisis, especialmente de compuestos volatiles del aroma, una
fibra con una cubierta de PDMS (que es la mds utilizada) y un espesor de 100 um es a menudo la
opcién preferida (Figura 13).

Las propiedades fisicoquimicas del polidimetilsiloxano (PDMS), punto de fusién -50 °C,
temperatura de transicion -126 °C. Hacen del PDMS la cubierta mads resistente y la que tiene un
mejor desempefio y una vida util bastante larga. Las fibras de PDMS son como un estdndar en la
extracciéon SPME y por ello siempre se recomienda probar un método de extraccién por primera
vez utilizando este tipo de cubierta. La seleccion de cubiertas diferentes todavia es muy empirica.

Figura 13. Fibra para SPME de PDMS (100 pm).

El espesor de las cubiertas de PDMS usuales son de 7 um, 30 um y 100 um, el de las
cubiertas de PA es de 85 um, el de fibras con combinaciones de polimeros como carboxeno-PDMS
es de 75 um y de 65 pum para PDMS-DVB y carbowax-DVB.

En general, las fibras cubiertas con capas mas gruesas requieren de un tiempo mayor para
alcanzar el equilibrio pero ofreceran mayor sensibilidad debido a la mayor cantidad de analitos
gue pueden ser absorbidos. Debe tenerse en consideracién que el tiempo de desorcién aumenta
con el espesor de la fibra.

Una de las limitaciones de la técnica de SPME, es el tiempo de vida util de las fragiles fibras
de silice fundida. Dichas fibras se rompen facilmente y en promedio una fibra puede funcionar
adecuadamente por 50-100 ciclos de extraccién-desorcion. El tiempo de vida util depende de
muchos factores, como la naturaleza de los componentes, la matriz de la muestra, el modo de
extraccién aplicado y del cuidado dado a la fibra. Por eso las fibras deben tratarse con mucho
cuidado y el analista nunca debe olvidar que la fibra puede dafarse por temperaturas que estén
fuera de las especificaciones del fabricante y por el contacto fisico con algin material sélido e
inclusive algunas veces liquido.
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3 Objetivos

Objetivo principal.

Desarrollar y optimizar un método para la extraccion y el andlisis de los componentes del
aroma de chiles frescos y secos por SPME-CG/EM para su posible aplicacion en:
caracterizaciéon del aroma de diferentes variedades de chile, control de calidad y
desarrollo de nuevos saborizantes.

Objetivos particulares.

Optimizar las condiciones de extracciéon SPME (cubierta de la fibra, tiempo, temperatura),
para asegurar la recuperacién de la mayor cantidad de componentes del aroma.

Optimizar las condiciones de inyeccion y de separacidn, para obtener espectros mas puros
y facilitar con esto la identificacién de los compuestos.

Utilizar el método desarrollado para caracterizar los componentes del aroma de algunas
de las variedades que se comercializan en la Central de Abastos del D.F. con el fin de
comprobar el funcionamiento del método
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4 Desarrollo Experimental

4.1 Muestras

Las muestras analizadas se obtuvieron en la Central de Abastos del D.F. algunas fueron
obsequiadas por los distribuidores o vendedores y otras fueron compradas en los locales
comerciales en porciones desde 250 g hasta 1 kg.

En la Tabla 1 se enlistan las diferentes variedades de chiles analizados.

Tabla 1. Tipos de chiles analizados.

Frescos Secos
Jalapefio Catarina
Poblano Cascabel
Habanero Chipotle
Caribe Puya
Arbol Guajillo
Serrano Canica
Glero Mulato
Chilaca Ancho
Pimiento verde Pasilla
Pimiento rojo Mora
Manzano Morita

Arbol
Piquin

4.2 Materiales y reactivos

Viales de vidrio de 20 mL de capacidad de 23 x 75 mm (Alltech).

Tapones de aluminio de 20 mm con septum de teflén/silicén (Alltech).

Engargolador de 20 mm (The Finest in Crimping Tools & Accessories).

Viales con tapon de rosca 100/PK (Agilent).
Fibra para SPME de PDMS 100 um (Supelco).

Fibra para SPME de PDMS 7 um (Supelco).

Fibra para SPME StableFlex de PDMS/DVB 65 um (Supelco).

Fibra para SPME de PA 85 um (Supelco).

Soporte manual para fibra SPME (Supelco).

Aceite esencial de pimienta negra MV-5652 (Quest International).
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4.3 Equipo

Cromatdgrafo de gases HP 6890 acoplado a espectrémetro de masas HP 5973.

Columna capilar HP 19091J-112 5%-fenil 95%-polidimetilsiloxano (largo 25m, didmetro
320um, espesor de capa 0.52um).

Columna capilar HP 19091J-433 5%-fenil 95%-polidimetilsiloxano (largo 30m, didametro
250um, espesor de capa 0.25um).

4.4 Metodologia

La técnica utilizada para la extraccion de los componentes del aroma de los chiles fue la de
espacio sobrenadante.

Para todas las etapas de optimizacion del método, la muestra utilizada fueron chiles
jalapenos, con excepcién de la optimizacién de la extraccidon de chiles secos en los que se utilizd
chile piquin seco y de la optimizacién de la separacién en la que también se utilizé una solucién de
aceite esencial de pimienta negra.

Para la extraccion SPME, inicialmente se utilizaron aproximadamente 5 g de muestra, sin
embargo, se optd por utilizar la cantidad de muestra que permite tener un espacio sobrenadante
de cerca del 50% del volumen del vial.

4.1 Preparacion de las muestras.
Los chiles frescos se lavaron previamente con agua corriente, se secaron con papel
absorbente, se les cortd el pedunculo y se molieron en una licuadora comercial sin afiadir agua.

Los chiles secos fueron limpiados con toallas de papel, se les cortd el pedunculo y se
molieron sin afiadir agua.

La pasta o el polvo obtenidos dependiendo del caso se colocaron dentro de los viales de 20
mL mediante un embudo con el que se controld el tamafio maximo de particula (10 mm).

Una vez que la cantidad apropiada se introdujo en el vial, éste se sella utilizando un tapén
de aluminio con septum de tefldn/silicdn y se engargola cuidadosamente para evitar que existan
fugas.

Para el control del sellado los viales fueron sumergidos unos instantes en agua caliente, si
se observa la aparicidon de burbujas, es indicacién de una mala técnica de sellado y el vial no se
procesa.
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4.2 Optimizacion de la extraccion

.4.2.1 Seleccion de la fibra.

Se probaron 4 tipos de cubierta diferentes para el desarrollo del método de extraccidn,
PDMS 100 um, PDMS 7 um, PA 85 um y PDMS/DVB 65 um. Para la seleccién de la fibra, se utilizd
un tiempo de exposicién de la fibra de 2 horas, que es lo suficientemente grande para aumentar la
probabilidad de alcanzar el equilibrio y recuperar la mayor cantidad de analitos posible. Después
de este periodo de exposicion, las fibras fueron insertadas dentro del puerto de inyeccién del
cromatdégrafo por dos minutos (tiempo de desorcion).

Se utiliz6 un método de separacién no optimizado para hacer una comparacién del
numero de picos observado para cada tipo de fibra. EIl método de separacion utilizado fue
denominado SPME?2 y se describe en la Tabla 2.

Tabla 2. Condiciones analiticas del sistema CG/EM del método SPME?2.
CG (HP 6890)

(WCOT) HP 19091J-112 5%-fenil 95%-polidimetilsiloxano

Columna capilar 25m (L) x 320um (di) x 0.52um (db).

Programa de temperatura 60°C (2 min), 7°C/min hasta 300°C, 300°C (2 min).
Gas portador Helio, 55.2 mL/min
Temperatura del inyector 275°C

Tiempo de desorcion 2 min

Tipo de inyeccion Split

Relacion de Split 30:1

Tiempo de analisis 38.29 min

EM (HP 5973)

Tipo de ionizacion Impacto electrénico
Analizador Cuadrupolar
Fuente de impacto electrénico 70 eV

Barrido masico 33-550 uma

Tiempo de retardo (Solvent delay) 0 min

.4.2.2 Temperatura éptima de extraccion

Con la fibra seleccionada, se realizaron extracciones utilizando 40 minutos para exponer la
fibra a la muestra de chiles frescos a diferentes temperaturas. Ambiente, 30, 40, 50, 60, y 70°C. Se
selecciond una temperatura dptima de extraccion mediante la comparacién del nimero de picos y
de la suma de las areas relativas.

El método para el analisis de estas muestras nuevamente fue SPME2.

.4.2.3 Tiempo optimo de extraccion

Una vez determinada la temperatura dptima de extraccidén, se realizaron diferentes
extracciones manteniendo fija dicha temperatura pero utilizando diferentes tiempos de exposicién
de la fibra: 10, 15, 20, 30, 40, 60 y 120 min. Y se realizaron blancos negativos utilizando viales
vacios en las mismas condiciones de extraccién.
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El analisis de las muestras se realizé con el método SPME2.

4.3 Optimizacion de la separacion

Con el objeto de optimizar la separacidn sin la necesidad de realizar todo el procedimiento

esencial de la pimienta negra.

de extraccion SPME, se utilizd una solucidn c.a. 10 ppm del aceite esencial de pimienta negra
utilizando como disolvente cloruro de metileno, asumiendo que el tipo de componentes que
conforman el aroma de los chiles son similares a los que se encuentran presentes en el aceite

Para obtener un método que ofreciera una buena resoluciéon de los componentes y un

temperatura del horno y en la velocidad del flujo del gas portador.

tiempo de andlisis relativamente corto, se realizaron modificaciones en el programa de

El método inicial (PIM1) y el optimizado (PIM3F) para la separacion de los componentes

del aceite esencial de pimienta negra se describen en la Tabla 3 y Tabla 4 respectivamente.

Tabla 3. Condiciones analiticas del sistema CG/EM del método PIM1.

CG (HP 6890)

Columna capilar

Programa de temperatura
Gas portador

(WCOT) HP 19091J-433 5%-fenil 95%-polidimetilsiloxano
30m (L) x 250um (di) x 0.25um ().

60°C (2 min), 7°C/min hasta 300°C, 300°C (2 min).

Helio, 19.0 mL/min

Temperatura del inyector 275°C

Volumen inyectado 1ul

Tipo de inyeccion Split

Relacidon de Split 30:1

Tiempo de analisis 38.29 min

EM (HP 5973)

Tipo de ionizacion Impacto electrénico
Analizador Cuadrupolar

Fuente de impacto electrénico
Barrido mdsico
Tiempo de retardo (Solvent delay)

70 eV
33-550 uma
1 min
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Tabla 4. Condiciones analiticas del sistema CG/EM del método PIM3F.

CG (HP 6890)

Columna capilar

Programa de temperatura

Gas portador

(WCOT) HP 19091J-433 5%-fenil 95%-polidimetilsiloxano
30m (L) x 250um (di) x 0.25um ().

75°C (2 min), 15°C/min hasta 110°C, 110°C (5 min),
8°C/min hasta 140°C, 140°C (5 min), 4°C/min hasta 175,
10°C/min hasta 275°C.

Helio, 17.8 mL/min

Temperatura del inyector 275°C

Volumen inyectado lul

Tipo de inyeccion Split

Relacion de Split 30:1

Tiempo de analisis 36.83 min

EM (HP 5973)

Tipo de ionizacidn Impacto electrénico
Analizador Cuadrupolar

Fuente de impacto electrdnico
Barrido masico
Tiempo de retardo (Solvent delay)

70 eV
33-550 uma
2.5 min

Una vez que se selecciond un método apropiado, se evalud utilizando inyecciones de

extractos SPME de chiles jalapefios. Lo que resultdé en algunas modificaciones posteriores en el
programa de temperatura del horno y el flujo del gas portador.

El método PIM3G, que se describe en la Tabla 5 es consecuencia de dichas modificaciones.

Tabla 5. Condiciones analiticas del sistema CG/EM del método PIM3G.

CG (HP 6890)

Columna capilar

Programa de temperatura

Gas portador

(WCOT) HP 19091J-433 5%-fenil 95%-polidimetilsiloxano
30m (L) x 250um (di) x 0.25um ().

75°C (2 min), 10°C/min hasta 110°C, 110°C (7 min),
8°C/min hasta 140°C, 140°C (5 min), 4°C/min hasta 175,
10°C/min hasta 275°C.

Helio, 39.7 mL/min

Temperatura del inyector 275°C

Tiempo de desorcidon 2 min

Tipo de inyeccion Split

Relacion de split 30:1

Tiempo de analisis 40.00 min

EM (HP 5973)

Tipo de ionizacidn Impacto electrénico
Analizador Cuadrupolar

Fuente de impacto electrdnico
Barrido masico
Tiempo de retardo (Solvent delay)

70 eV
33-550 uma
0 min
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4.4 Optimizacion de la inyeccion
Ya que la cantidad de muestra que entra a la columna puede modificarse de acuerdo al

modo de operacién del inyector (split/splitless), se utilizé el modo splitless con una duracién de

0.5 minutos, se modificd la temperatura del inyector y el programa de temperatura del horno para

evaluar cual ofrecia una mejor respuesta.

En la Tabla 6 se presenta la descripcion del método SPME-DRY, que resulté util para el

analisis de los extractos de chiles frescos y secos.

Tabla 6. Condiciones analiticas del sistema CG/EM del método SPME-DRY.

CG (HP 6890)

Columna capilar

Programa de temperatura

Gas portador

(WCOT) HP 19091J-433 5%-fenil 95%-polidimetilsiloxano
30m (L) x 250um (di) x 0.25um (d).

37°C (2 min), 6°C/min hasta 110°C, 110°C (7 min),
7°C/min hasta 140°C, 140°C (5 min), 3°C/min hasta 175,
15°C/min hasta 275°C.

Helio, 39.5 mL/min

Temperatura del inyector 250°C

Tiempo de desorcion 2 min

Tipo de inyeccion Splitless

Duracion del modo Splitless 0.50 min

Tiempo de andlisis 48.79 min

EM (HP 5973)

Tipo de ionizacidn Impacto electrénico
Analizador Cuadrupolar

Fuente de impacto electrdnico
Barrido masico
Tiempo de retardo (Solvent delay)

70 eV
33-550 uma
0 min

4.5 Identificacion de los componentes del aroma de los chiles.
Para la identificacidn de los componentes del aroma de los diferentes chiles analizados, se

realizé la interpretacién de la fragmentacion, asi como la comparacién con los espectros de masas
de las librerias de espectros de masas, NIST/EPA/NIH Mass Spectral Library versién 1.7 build

11/05/1999., Wiley275, y NBS75K.
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5 Resultados y Discusion

5.1.1 Optimizacion de la extraccion
Las muestras utilizadas para las extracciones realizadas en esta etapa fueron chiles
jalapefios.

.1.1.1 Seleccion de la fibra.

Las fibras de silice para SPME con los diferentes tipos de cubiertas disponibles fueron
examinadas para la optimizacién del método. El nimero de picos obtenidos con cada tipo de
cubierta se presentan en la Tabla 1.

Tabla 1. Cantidad de picos maxima obtenida con cada tipo de fibra para SPME.

Tipo de cubierta Picos
PDMS 100pum 37
PDMS 7um 25
PDMS/DVB 65um 53
PA 85um

La fibra de PDMS 100 um (no polar) exhibié una recuperacién bastante alta para analitos
menos polares, la de PDMS 7 um (no polar) mostré una menor recuperacion de compuestos y
tiempos de equilibrio mucho mayores. La Figura 1 muestra el cromatograma obtenido con la fibra
de PDMS 100 um vy la Figura 2 el obtenido con la de PDMS 7 um.

La fibra de PA 85 um (polar) presenta principalmente afinidad por analitos polares pero
solamente se observaron seis picos. La fibra de PDMS/DVB 65 um (bipolar) (Figura 3) ofrecié un
mejor desempeno para la extraccidon de los compuestos presentes en la muestra, ya que consigue
extraer una mayor cantidad de compuestos y tiene una recuperacion bastante alta tanto para
analitos polares como no polares.

Se pudo observar que la naturaleza polar, no polar o bipolar de las cubiertas de las fibras si
tuvo efectos en cuanto a la recuperacién de analitos, las fibras polares presentaron afinidad por
analitos polares, las no polares por analitos no polares y la fibra bipolar, presenté afinidad por
ambos tipos de compuestos y por lo tanto recuperd mayor cantidad de analitos.

En cuanto al espesor de la cubierta, se puede observar que mientras mayor es el grosor,
mayor es la recuperacion de analitos tanto en el nimero de estos como en su abundancia esto
debido a que la fibra de menor espesor se satura mas rapidamente, es decir tiene una menor
capacidad.
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Figura 1. Cromatograma del extracto de chile jalapefio realizado con la fibra de PDMS 100 pm
separado con el método SPME?2 (37 picos).

(min)

Ll L Ll 1N L

1500 20.00 25.00

3000

15100

700000+

6000004

5000004

4000004

Total Ion Current

300000

200000

1000004

e,

N

o Wl

Time

(min)

5.00

10.00

15.00 2000 25.00

30,00

3500

fiic

Figura 2. Cromatograma del extracto de chile jalapefio realizado con la fibra de PDMS 7 um separado

con el método SPME2 (25 picos).
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Figura 3. Cromatograma del extracto de chile jalapefio realizado con la fibra de PDMS/DVB 65 pm
separado con el método SPME2 (53 picos).

Desafortunadamente, durante la optimizaciéon de la separacion, la fibora de SPME con
cubierta de PDMS/DVB 65 um, sufrié dafios debido al tiempo de uso y se tuvo que continuar el
desarrollo del método utilizando la fibra con cubierta de PDMS 100 um ya que esta fue la fibra que
ofrecio el segundo mejor desempefio para la extraccidon de los compuestos de la muestra.

.1.1.2 Temperatura optima de extraccion

Con la fibra con cubierta de PDMS 100 um, se realizd el experimento para la
determinacidn de la temperatura dptima utilizando como muestra chile jalapeiio y un tiempo
arbitrario de 40 min, también se realizaron blancos negativos utilizando viales vacios en las
mismas condiciones. La suma de las areas corregidas nos indica la abundancia con la que se
recuperan los analitos y el nimero de picos obtenidos indica los diferentes analitos recuperados
por la fibra; estos valores fueron comparados y se selecciond la temperatura de 60°C como la
mejor para chiles frescos (Tabla 2) y la de 90°C para la extraccion de las muestras de chiles secos
(Tabla 3).

Con la temperatura de 50°C (Figura 4) pueden verse Unicamente 29 picos, con la de 60°C
(Figura 5) se ven 49 picos que fue el maximo de picos obtenido con chiles frescos en esta etapa, y
a 70°C (Figura 6) el numero de picos decae a 35.

En el caso de los chiles secos, a 80°C (Figura 7) se obtuvieron 45 picos y el maximo de picos
obtenidos en esta etapa fue de 52 y se consiguio a 90°C (Figura 8).
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Las variaciones en la recuperacion de analitos con respecto a la temperatura se deben a

los cambios en las constantes de reparto que se establecen durante el equilibrio ya que dichas

constantes dependen de la temperatura asi como al aumento en la difusidon de los analitos hacia la

fase de vapor.

Total Ion Current

Tabla 2. Resultados de la optimizacion de la temperatura de extraccion de chiles frescos.

Tem|:(>oeé)atura Suma de las dreas Picos
Ambiente 25183368 23
30 17866989 21
40 33787775 23
50 42047812 29
60 94893694 49
70 54386206 35

4000004

300000

200000

1000004

il

Time (min) s.00 10000

NI

15.00

2000

25.00

30,00

35.00

Figura 4. Cromatograma del extracto de chile jalapefio a 50°C separado con el método SPME2 (29

picos).
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Figura 5. Cromatograma del extracto de chile jalapefio a 60°C separado con el método SPME2 (49

picos).
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Figura 6. Cromatograma del extracto de chile jalapefio a 70°C separado con el método SPME?2 (35

picos).
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Tabla 3. Resultados de la optimizacion de la temperatura de extraccion de chiles secos.

Temyc(aféftura Suma de las areas Picos
60 29164894 29
70 43734857 31
80 64361951 45
90 110426492 52
200000
g
- 1000004
| L;J[fx \JUNUU L\.A*h h,.k_ ——
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Figura 7. Cromatograma del extracto de chile Piquin a 80°C separado con el método SPME-DRY (45

picos).

.1.1.3 Tiempo optimo de extraccion

Se continud con la optimizacion del método usando como muestra chile jalapefios a

diferentes intervalos de tiempo manteniendo constante la temperatura (60°C) y realizando

blancos negativos utilizando viales vacios. En esta parte del experimento, pudimos apreciar como

existe competencia por los sitios activos de la fibra, conforme aumentaba el tiempo de exposicién

de la fibra, el tamafio de algunos de los picos disminuyd, incluso algunos picos no se presentan en

tiempos demasiado largos; otros picos aparecen después de 60 minutos de exposicion y

corresponden a compuestos que forman parte del septum del vial, ya que dichos compuestos

fueron observados e identificados en las extracciones de los blancos negativos que se realizaron.
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Figura 8. Cromatograma del extracto de chile Piquin a 90°C separado con el método SPME-DRY (52
picos).

Tabla 4. Resultados de la optimizacion del tiempo de extraccion.

T(Irir:f)o Suma de las areas Picos
10 51314792 22
15 43993713 25
20 263151652 53
30 176341521 48
40 94893694 49
60 182075333 49
120 175897172 28

El mayor nimero de picos obtenido en esta fase fue de 53 y se alcanzé manteniendo
expuesta la fibra durante 20 minutos (Figura 10) a una temperatura constante de 60°C. A los 15
minutos (Figura 9) solo se obtienen 25 picos y a los 30 minutos (Figura 11) 48 picos.
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Figura 9. Cromatograma de la extraccién realizada a chiles frescos por 15 minutos a 60°C separado con

el método SPMEZ2 (25 picos).
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Figura 10. Cromatograma de la extraccion realizada a chiles frescos por 20 minutos a 60°C separado
con el método SPME2 (53 picos).
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Figura 11. Cromatograma de la extraccion realizada a chiles frescos por 30 minutos a 60°C separado
con el método SPME2 (48 picos).

5.1.2 Optimizacion de la separacion

Al inicio del desarrollo del experimento, se utilizd un método de separacion arbitrario, no
optimizado (SPME2), utilizando este método, se seleccionaron la temperatura y el tiempo éptimos
para la extraccién. La Figura 12 muestra un cromatograma obtenido mediante el uso de dicho
método.

Como puede observarse en la Figura 12, la mayoria de los picos se concentran en el
intervalo de 6 a 22 minutos, esta situacion es algo que conviene perfeccionar y asi mejorar la
resolucidn del método.

Para evitar la variacion mediante la extraccidén de varias muestras de chiles en el proceso
de optimizacion de la separacién, se utilizé una solucién c.a. 10 ppm del aceite esencial de
pimienta negra en cloruro de metileno, debido a la similitud de los componentes que esta
contiene y los del aroma de los chiles.

Se realizd una primera separacién utilizando un método muy parecido al SPME2 y que fue
llamado PIM1, una de las principales diferencias es la columna capilar utilizada con 30 metros de
largo en lugar de 25, ademds de diametro y espesor menores lo que resulta en un aumento del
numero de platos tedricos y la permanencia en la fase estacionaria por un tiempo menor. La
Figura 13 muestra el cromatograma obtenido con el método de separacion PIM1.

47



Apéndice Il

1.2e+006

1.2e+006

L.1e+006

let006

900000

800000

700000

600000

Total lon Cnrrent

500000

400000

3000004

200000

100000

L

LI

\

Time (min)

Figura 12. Cromatograma del extracto de chile jalapefio separado por el método SPME2.
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Figura 13. Cromatograma de la solucion de aceite esencial de pimienta negra separada por el método

PIM1.
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La separacién de los componentes del aceite esencial de pimienta fue optimizada
modificando principalmente el programa de temperatura del horno del cromatdgrafo, esto es
debido a que los componentes de la mezcla presentan un amplio intervalo de temperaturas de
ebullicion y el aumento de la temperatura del horno por etapas es una buena estrategia para
favorecer la separacion de los mismos. El cromatograma que muestra el resultado de dicha
optimizacion se presenta en la Figura 14.

Se obtuvo una notable mejora en la separacion del aceite esencial de pimienta negra y
entonces se evalué este método de separacidn utilizando extractos SPME de chile jalapefio, se
realizaron algunas modificaciones en el programa de temperatura del horno para ajustar el
método de separacidn a los componentes del chile y obtener la mejor resolucidn posible en el
menor tiempo de analisis. La Figura 15 muestra un cromatograma realizado con el método
SPME3G en el que se separaron los componentes extraidos mediante SPME de una muestra de
chile jalapefio.

Al terminar esta etapa de optimizacién de la separacion, puede observarse una gran
mejora en la resolucién de los compuestos, esto puede observarse si se compara la Figura 12 con
la Figura 15.
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Figura 14. Cromatograma de la solucion de aceite esencial de pimienta negra separada por el método
PIM3F.
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Figura 15. Cromatograma del extracto de chile jalapefio separado por el método SPME3G.

5.1.3 Optimizacion de la inyeccion
El modo de inyeccidn split, hace que no toda la muestra entre en la columna, sino que una
parte de ella sea expulsada mediante un sistema de purga.

Con el objetivo de obtener picos mejor definidos y espectros mds puros, se decidié
aumentar la cantidad de analitos que entran a la columna se utilizé el modo de inyeccion splitless.

Debido a que con el inyector en modo splitless, existe una rapida evaporacion inicial de la
muestra, esta entra a la columna en mayor cantidad considerablemente mayor que en una
inyeccién split tipica. Esto produce la acumulaciéon de analitos al inicio de la columna vy el
ensanchamiento de los picos de los compuestos que eluyen inicialmente.

Para evitar este efecto se utilizd6 una trampa fria la menor temperatura que se logrd
alcanzar con el equipo para poder enfocar los analitos fue de 37°C. Debido a las modificaciones de
la temperatura inicial del programa de temperatura se tuvo que ajustar todo el programa para que
ofreciera la mejor resolucion de los componentes del aroma de los chiles.

La Figura 16 muestra un cromatograma de una muestra de chile jalapefio extraida con la
fibra con cubierta de PDMS 100 um en las condiciones dptimas, y separada utilizando el método
optimizado SPME-DRY. Como se aprecia en ella, se tiene una buena resolucién para la mayoria de
los compuestos extraidos.
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Figura 16. Cromatograma del extracto de chile jalapefio separado por el método SPME-DRY.

4.2 Andlisis de diferentes tipos de chiles.
Los diferentes tipos de chiles coleccionados fueron analizados utilizando el método
desarrollado y optimizado de acuerdo a su estado fresco o seco.

Tabla 5. Condiciones de anélisis para chiles frescos y secos.

Variable Fresco Seco
Volumen de espacio sobrenadante =50% = 50%
Temperatura de extraccion 60°C 90°C
Tiempo de extraccidn 20 min 20 min
Tiempo de desorcion 2 min 2 min

Método de separacion cromatografica SPME-DRY  SPME-DRY

4.3 Identificacion de los componentes del aroma de los chiles.
Para la identificacion de los componentes del aroma de los chiles se compararon los
espectros registrados en las librerias de espectros con los espectros extraidos de los escaneos de

los diferentes cromatogramas.

Debido a la escasa o nula variacion entre el espectro de masas extraido y el reportado en
la libreria se considera positiva la identificacién de todos los compuestos enlistados en la jError!
No se encuentra el origen de la referencia. y la iError! No se encuentra el origen de la referencia.
del iError! No se encuentra el origen de la referencia..
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4.4 Composicion del aroma de las diferentes variedades de chiles.

La iError! No se encuentra el origen de la referencia. y la iError! No se encuentra el
origen de la referencia. en el jError! No se encuentra el origen de la referencia., muestran los
diferentes compuestos que se encontraron formando parte del aroma de chiles frescos y/o secos.

Muchos de los compuestos identificados estan asociados con una actividad en el érgano
olfatorio, principalmente los alcoholes, aldehidos, ésteres, algunos hidrocarburos, y la
tetrametilpirazina en conjunto con la 2-metoxi-3-isobutil-pirazina son los principales grupos de
compuestos reportados como los principales responsables del aroma de ciertos chiles.

Los compuestos volatiles que se encontraron presentes con mayor frecuencia en los chiles
son: Limoneno, acido propidlico, hexanal, 2-metil-tetradecano, mosleno, 3-metil-butanal,
heptadecano, 5-etil-2,2,3-trimetil-heptano, 1,1-dimetilpropil-pentanoato, 2-metil-3-metilbutil-
butanoato, 2-metil-tetradeceno, pentadecano y hexadecano.

En general los chiles secos presentaron un mayor nimero de aldehidos e hidrocarburos y
un menor nimero de ésteres con respecto a su forma fresca.

Uno de los compuestos que la literatura cita como caracteristicos del aroma de los chiles

11,13-15

es la tetrametilpirazina, esta estuvo presente en la mayoria de los chiles secos y Unicamente

en un chile fresco, el pimiento verde.

Se pueden apreciar ciertas consistencias en el perfil del aroma de las variedades de una
misma especie de chile, por ejemplo, el chile jalapefio, el poblano, el de arbol y el serrano
pertenecen a la misma especie Capsicum annuum, sin embargo, existen diferencias entre los
perfiles aromaticos de estas variedades de las cuales las del chile poblano es la mas contrastante.

Como puede verse muchos chiles comparten componentes del aroma en comun lo que les
confiere una similitud en su sabor, pero también se puede inferir como una ligera variacién como
la presencia o ausencia de otro componente puede afectar el perfil de sabor de un chile.

En el jError! No se encuentra el origen de la referencia., se presentan los cromatogramas
representativos de cada una de las variedades analizadas y los correspondientes a los blancos de
fibra y de blancos de vial + fibra. En estos blancos se observa la presencia de polidimetilsiloxanos,
este es un fendmeno muy comun al utilizar la técnica de SPME con fibras de PDMS, algunas
muestras contienen otro tipo de siloxanos presentes, esto puede deberse al uso de los mismos
para el abrillantamiento de los chiles.
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5 Conclusiones

Se desarrolldé y optimizd un método para el andlisis de los componentes del aroma de
chiles frescos y dicho método se modificd para el andlisis correcto de chiles secos utilizando la
técnica de SPME-CG/EM.

Las fibras de tipo bipolar son las mdas adecuadas para la extraccién de los componentes del
aroma de los chiles ya que estas presentan afinidad por la mayoria de los compuestos a diferencia
de las fibras polares o no polares que sélo presentan afinidad por los compuestos semejantes.

La determinacion de la temperatura dptima de extraccién resulta muy importante, ya que
las constantes de equilibrio dependen de esta y si no se establece un equilibro, los analitos no
pueden recuperarse eficientemente.

El tiempo de extraccién es crucial durante la fase previa al establecimiento del equilibrio,
una vez que se alcanza el equilibrio, pueden comenzar a presentarse fendmenos de competencia
entre los analitos por los sitios activos de la fibra lo que puede traer como consecuencia la
obtencién de un perfil aromatico incompleto o sesgado.

El procedimiento de preparacion de muestra es igual para el caso de chiles frescos y chiles
secos, con la unica diferencia de la temperatura de extraccién, esta similitud puede facilitar la
automatizacién del método.

Unas de las ventajas de este método es que se requieren aproximadamente 5 minutos
para la preparacion del vial y sélo se requieren 20 minutos para la extraccién, por lo que se
considera un método rapido en el que la introduccion de artefactos debido al intervalo de tiempo
de preparacion de la muestra se ve disminuida de manera significativa.

Al no requerir del uso de disolventes, se trata de un método confiable ya que se evitan
posibles reacciones con el mismo.

El método desarrollado se utilizé satisfactoriamente para caracterizar los componentes del
aroma de algunas de las diferentes variedades de chile comercializadas en la Central de Abastos
del D.F. y podria ser utilizado para el andlisis de componentes del aroma de otras variedades de
chile.

Ya que con este método puede realizarse muestreo de campo, podria implementarse para
la determinacién de la calidad de los chiles en las diferentes etapas de comercializacién de los
mismos.

Con base al método expuesto podrian desarrollarse estandares, generados de muestras
estadisticamente representativas, para el control de calidad y el desarrollo de saborizantes y otros
productos relacionados con los chiles.
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La técnica de SPME presenta la desventaja de que las fibras son muy fragiles y un analista
inexperto puede danarlas facilmente.

Los perfiles de aroma de las diferentes variedades de chiles analizadas, presentan varias
diferencias, estas podrian ser las que hacen especiales y Unicas cada una de las recetas
tradicionales de la cocina tipica mexicana.
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Apéndice I

Tabla 1. Compuestos identificados presentes en las diferentes variedades de chiles frescos.

Pimiento Pimiento

No. T.R. Nombre del compuesto Jalapefio  Poblano  Habanero Caribe Arbol Serrano  Giliero  Chilaca verde rojo Manzano
1 1.66  Acido propidlico v v v v v v v v v
2 2.66  3-Metil-butanal v v v
3 2.77  2-Metil-butanal v v
4 4.49 2,3 Butanodiol v v v v v
5 4.77  Hexanal v v v v v v v v
6 5.58  4-Metil-1-pentanol v (4 v
7 6.33  Propil-ciclopropano v v 4 4
8 7.86  3-Metil-apopineno
9 8.54  2,2,6-Trimetil-octano v
10 8.55  2,2,6,6-Tetrametil-heptano v v
11 8.86  1-Heptanol
12 8.89  4-Metil-1-(1-metiletil)-biciclo[3.1.0]hex-2-eno
13 8.94  Pseudopineno
14 9.10  2,2,3-Trimetil-pentano (4 (4
15 9.37  2-Pentil-furano v 4
16 9.39  1,2,3-Trimetil-benceno v v v v
17 9.45  Ciclogeraniolano v v
18 9.82  3-Careno v v
19 9.94  3-Metilbutil-butanoato v v v v
20 9.96  Hexil-acetato
21 9.99 Isoterpinoleno 4 v
22 10.11  2,7-Dimetil-1,7-octadieno v v
23 10.19  2,2,7,7-Tetrametil-octano
24 10.20  o-Cymeno v
25 10.30  Limoneno v v v v v 4 v (4 v v v
26 10.44  6-Etil-2-metil-octano v
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Pimiento

Pimiento

No. T.R. Nombre del compuesto Jalapefio  Poblano  Habanero Caribe Arbol Serrano  Giliero  Chilaca verde rojo Manzano
27 10.57  Ocimeno v v v

28 10.72  3,4,5-Trimetil-heptano

29 10.87  2,3,6,7-Tetrametil-octano v v v v v v v v

30 10.94  5-Etil-2,2,3-trimetil-heptano v v v v v

31 10.99  1,1-Dimetilpropil-pentanoato v v v (4 (4
32 11.09  Mosleno v v v v v v v

33 11.20  2,5,9-Trimetil-decano v v

34 11.36  2,2,3,4,6,6-Hexametil-heptano v

35 11.66  2,3,3-Trimetil-pentano

36 11.69  3,3,4-Trimetil-heptano

37 11.78  Tetrametil-pirazina v

38 11.96  3-Metil-decano v

39 12.16  2-Metil-3-metilbutil-butanoato v v v 4 v v
40 12.29  3-Metil-3-metilbutil-butanoato v v

41 12.47  2-Metil-hexil-propanoato v v v v v

42 12.55  2-Etenil-1,1-dimetil-3-metilen-ciclohexano v v v v v

43 12.74  2,2,4-Trimetil-hexano (4

44 13.10  2-Metil-pentil-butanoato v v v v

45 13.23  trans-3-Hexenil-butanoato v 4 v 4 v

46 14.13  2-Metoxi-3-isobutil-pirazina v (4 v v v v

47 14.27  cis-3-Hexenil-butanoato 4 v v v v v v v v
48 14.75  Hexil-valerato v v

49 14.76  2,3,4,5-Tetrahhidro-piridazina v 4 v v v

50 15.08  Heptil-butanoato

51 15.19  4-Acetil-1,2,3,5,5-pentametil-2-ciclopenten-1-ona

52 15.52  cis-3-Hexenil-valerato v 4 v 4 v

53 15.63 Hexil-neopentanoato v

54 15.65  2-Metil-hexil-butanoato v v v 4 v

55 15.89  trans-2-Hexenil-valerato 4

56 15.97  2-Metil-2-dodeceno v v v v

57 16.49  2,3,6-Trimetil-decano v
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No. T.R. Nombre del compuesto Jalapefio Habanero Manzano
58 17.88  Tridecano v

59 18.50  Hexil-hexanoate v

60 19.48  2-Metil-heptil-butanoato v

61 20.04  4-Hexen-1-il-hexanoato v

62 20.27  1,1-Dimetil-2-nonil-ciclopropano (4 v

63 20.49  trans-2-Metilciclohexil-pentanoato v

64  20.97  2-Metil-tridecano v v

65 20.99  4-Metil-tridecano (4

66 21.33  Ylangeno v v

67 21.57  a-Cubebeno

68 21.57  Copaeno v v

69  22.00 cis-3-Hexenil-hexanoato v

70 2239  £-Elemeno v

71 22.73  2,2-Dimetil-octil-propanoato v

72 22.82  Tetradecano v (4

73 23.48  Cariofileno v

74 23.61  2-Metilen-biciclo[3.2.0]heptano v

75 24.16  Bergamoteno (4 v

76 24.18  2-Metil-octil-butanoato v

77 24.27  Biciclo[3.2.1]octano v

78 24.37  Himachala-2,4-dieno v

79 24.53  Himachaleno

80 24.60  2-Metil-tetradeceno v

81 2470  (-)-lsoaromadendreno-(V) v

82 2470  o-Cariofileno

83 2493  (E)- £ -Farneseno

84 2494  (2)- £-Farneseno (%4

85 25.14  2-Metil-tetradecano v v v
86 25.43 £ -Maalieno v
87 25.49  Longifoleno-(V4) v 4
88 25.53  lIsocariofileno v v
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Pimiento Pimiento

No. T.R. Nombre del compuesto Jalapefio  Poblano  Habanero Caribe Arbol Serrano  Giliero  Chilaca verde rojo Manzano
89 25.60 £ -Cubebeno v v

90 25.69  Aromadendreno v v v v v v v

91 2579  £-lonona v (4

92 25.87  Eremofileno v v v

93 26.03  2-Isopropenil-4a,8-dimetil-1,2,3,4,4a,5,6,8a-octahidronaftaleno v v v v
94 26.22 £ -Himachaleno v v v v v
95 26.29  Pentadecano v v v 4

96 26.40  Valenceno v v v
97 27.03  Cadineno v v

98 27.33 1,2,3,4,4a,7-Hexahidro-1,6-dimetil-4-(1-metiletil)-naftaleno

99 27.52  9,10-Dehidro-cicloisolongifoleno

100 27.77  (Z)-7-Hexadeceno (4 v v

101  28.65  2-Metil-pentadecano v (4 v v v v
102 28.95  3-Metil-pentadecano v v v v

103  30.32  Hexadecano v v (4 v v v v
104 32,51 8-Heptadeceno v v

105 33.31  2-Metil-hexadecano v v v 4

106  33.33  4-Metil-hexadecano v v

107 34.93 Heptadecano v (4 v v v v
108 37.57  4-Metil-heptadecano (4

109  39.03  Octadecano v
110 42.67 Nonadecano v

60



Apéndice |

Tabla 2. Compuestos identificados presentes en las diferentes variedades de chiles secos.

No. T.R. Nombre del compuesto Catarina  Cascabel  Chipotle Puya Guajillo Canica Mulato Ancho Pasilla Mora  Morita é:igl) 22:;;
1 1.66  Acido propidlico v v 4 v v v v v v v v v v
2 2.66  3-Metil-butanal v v v v v v (4 (4 v v 4 4
3 2.77  2-Metil-butanal v v v v v v v v v v v
4 4.49 2,3 Butanodiol v v v v (4 (4
5 4.77  Hexanal v v v v v v v v v v v v v
6 5.58  4-Metil-1-pentanol v
7 6.33  Propil-ciclopropano v v
8 7.86  3-Metil-apopineno v v v v v (4 v v v
9 8.54  2,2,6-Trimetil-octano v v v
10 8.55  2,2,6,6-Tetrametil-heptano v v v v v v v
11 8.86  1-Heptanol v
12 8.89  4-Metil-1-(1-metiletil)-biciclo[3.1.0]hex-2-eno v v v v v v v v
13 8.94  Pseudopineno v v v v v (4
14 9.10  2,2,3-Trimetil-pentano v v v v v
15 9.37  2-Pentil-furano v v v v v v v v v
16 9.39  1,2,3-Trimetil-benceno v v (4
17 9.45  Ciclogeraniolano v v
18 9.82  3-Careno v v v v v v v
19 9.94  3-Metilbutil-butanoato v v (4
20 9.96  Hexil-acetato
21 9.99 Isoterpinoleno v v
22 10.11  2,7-Dimetil-1,7-octadieno
23 10.19  2,2,7,7-Tetrametil-octano v v v 4 v v v v v v 4
24 10.20  o-Cymeno v v v v v v
25 10.30  Limoneno v v 4 v v v v v v v
26 10.44  6-Etil-2-metil-octano v v 4 v v v v
27 10.57  Ocimeno v v 4 v v v v v

61



Apéndice |

No. T.R. Nombre del compuesto Catarina  Cascabel Chipotle Puya Guajillo Canica Mulato Ancho Pasilla Mora  Morita é:;gl) (Pslgsg;
28 10.72  3,4,5-Trimetil-heptano v v v v v v v
29 10.87  2,3,6,7-Tetrametil-octano v v v v v v v
30 10.94  5-Etil-2,2,3-trimetil-heptano v (4 v v v v v v v v v
31 10.99  1,1-Dimetilpropil-pentanoato v v 4 v v (4 v (4 (4 v v
32 11.09  Mosleno v 4 v v v v v v v v v
33 11.20  2,5,9-Trimetil-decano v v v v 4 v 4 v v 4 v
34 11.36  2,2,3,4,6,6-Hexametil-heptano v v v v v v (4 (4 v
35 11.66  2,3,3-Trimetil-pentano v v v v v v
36 11.69  3,3,4-Trimetil-heptano v v v v v

37 11.78  Tetrametil-pirazina v v (4 v (4 v v v v

38 11.96  3-Metil-decano v v v v v v v v v v v
39 12.16  2-Metil-3-metilbutil-butanoato v 4 v v v v v v v
40 12.29  3-Metil-3-metilbutil-butanoato v v v (4 (4 (4 v 4

41 12.47  2-Metil-hexil-propanoato v v v v

42 12.55  2-Etenil-1,1-dimetil-3-metilen-ciclohexano v v v v v v v

43 12.74  2,2,4-Trimetil-hexano v v v v v v v v
44 13.10  2-Metil-pentil-butanoato v v

45 13.23  trans-3-Hexenil-butanoato v

46 14.13  2-Metoxi-3-isobutil-pirazina v v v

47 14.27  cis-3-Hexenil-butanoato

48 14.75  Hexil-valerato v v v

49 14.76  2,3,4,5-Tetrahhidro-piridazina v v v (4 v
50 15.08  Heptil-butanoato v v

51 15.19  4-Acetil-1,2,3,5,5-pentametil-2-ciclopenten-1-ona v v v (4 v
52 15.52  cis-3-Hexenil-valerato

53 15.63 Hexil-neopentanoato v

54 15.65  2-Metil-hexil-butanoato v

55 15.89  trans-2-Hexenil-valerato v v

56 15.97  2-Metil-2-dodeceno

57 16.49  2,3,6-Trimetil-decano

58 17.88  Tridecano v v v v v v v v v v
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No. T.R. Nombre del compuesto Cascabel Canica  Mulato Mora  Morita (Pslgsg;
59 18.50  Hexil-hexanoate v

60 19.48  2-Metil-heptil-butanoato

61 20.04  4-Hexen-1-il-hexanoato v

62 20.27  1,1-Dimetil-2-nonil-ciclopropano v

63 20.49  trans-2-Metilciclohexil-pentanoato

64 20.97  2-Metil-tridecano v v v v v
65 20.99  4-Metil-tridecano v

66 21.33  Ylangeno v

67 21.57  a-Cubebeno v v v v

68 21.57  Copaeno (4

69 22.00 cis-3-Hexenil-hexanoato

70 2239  £-Elemeno v v v v

71 22.73  2,2-Dimetil-octil-propanoato

72 22.82  Tetradecano v v v v
73 23.48  Cariofileno v (4 (4

74 23.61  2-Metilen-biciclo[3.2.0]heptano v

75 24.16  Bergamoteno v

76 24.18  2-Metil-octil-butanoato v

77 24.27  Biciclo[3.2.1]octano

78 24.37 Himachala-2,4-dieno

79 24.53  Himachaleno

80 2460  2-Metil-tetradeceno v v v v v v
81 24.70  (-)-Isoaromadendreno-(V) v

82 24.70  a-Cariofileno v v v v

83 24.93  (E)- £ -Farneseno (4 v v

84 24.94  (2)- £ -Farneseno v v v v

85 25.14  2-Metil-tetradecano v v (4 v 4 v
86 25.43  £-Maalieno v v v

87 25.49  Longifoleno-(V4) v v v (4 v

88 25.53  lIsocariofileno v

89 25.60 £ -Cubebeno v (4
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No. T.R. Nombre del compuesto Catarina  Cascabel Chipotle Puya Guajillo Canica Mulato Ancho Pasilla Mora  Morita é:;gl) (Pslgsg;
90 25.69  Aromadendreno v (4 (4

91 2579  £-lonona v v v 4 v v v v v v

92 25.87  Eremofileno (4 (4 v v (4 v

93 26.03  2-Isopropenil-4a,8-dimetil-1,2,3,4,4a,5,6,8a-octahidronaftaleno v v 4 v v v (4 v v

94 26.22 £ -Himachaleno v v v v

95 26.29  Pentadecano v v v v v v v v v v
96  26.40 Valenceno v

97 27.03  Cadineno v

98 27.33  1,2,3,4,4a,7-Hexahidro-1,6-dimetil-4-(1-metiletil)-naftaleno 4

99 27.52  9,10-Dehidro-cicloisolongifoleno

100 27.77  (2)-7-Hexadeceno v v

101  28.65  2-Metil-pentadecano v v v v v v
102 28.95 3-Metil-pentadecano v (4 v v v v

103 30.32  Hexadecano v v v v v v v v v
104 32.51  8-Heptadeceno (4 v v

105 33.31  2-Metil-hexadecano v v v v
106  33.33  4-Metil-hexadecano v v v

107 34.93 Heptadecano v v v v v 4 v v v
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Figura 3. Cromatograma representativo del chile Habanero.
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'25.00

40,00 4500

Tic

68



Apéndice Il

Total Ion Current

Tic

1e+006-
3e+006-
2e+006-
1e+006-
Ay i b L] l*JL. LA JLI‘...\.IIL -
Time (min) 5.00 1000 1500 2000 2500 3000  35.00 4000 '45.00

Figura 5. Cromatograma representativo del chile de Arbol.
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Figura 6. Cromatograma representativo del chile Serrano.
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Figura 7. Cromatograma representativo del chile Guero.
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Figura 9. Cromatograma representativo del Pimiento verde.
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Figura 10. Cromatograma representativo del Pimiento rojo.
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Figura 11. Cromatograma representativo del chile Manzano.
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Figura 12. Cromatograma representativo del chile Catarina.
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Figura 14. Cromatograma representativo del chile Chipotle.
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Figura 15. Cromatograma representativo del chile Puya.
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Figura 16. Cromatograma representativo del chile Guajillo.
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Figura 17. Cromatograma representativo del chile Canica.
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Figura 18. Cromatograma representativo del chile Mulato.
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Figura 19. Cromatograma representativo del chile Ancho.
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Figura 20. Cromatograma representativo del chile Pasilla.
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Figura 21. Cromatograma representativo del chile Mora.
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Figura 22. Cromatograma representativo del chile Morita.
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Figura 23. Cromatograma representativo del chile de Arbol seco.
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Figura 24. Cromatograma representativo del chile Piquin seco.
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Figura 25. Cromatograma representativo correspondiente al blanco de fibra.
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Figura 26. Cromatograma representativo correspondiente al blanco de fibra + vial.
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