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RESUMEN

Se desarrollo un método por Microextraccion en Fadkda-Cromatografia de Gases-
Espectrometria de Masas (MEFS-CG-EM) con el olgetig determinar los compuestos
volatiles y semivolatiles en diferentes muestradregas. Identificandose un total de 77
compuestos volatiles, entre los que destacan é<{@4¢ y terpenos (14) como los grupos
guimicos mayoritarios.

El analisis mostré que el perfil de compuestostieky semivolatiles es diferente para las
cuatro muestras de fresa estudiadas ya que sdlie 1gs 77 identificados se encontraron
en todas las muestras. Destacando el Linalol, Metér de acido butanoico y Metil éster
de acido hexanoico como los componentes volatiagonitarios.

La extraccibn de los analitos se realizo por MEF8izando una fibra de
Polidimetilsiloxano/Divinilbenceno (PDMS/DVB), agition 1400 rpm, extraccion a
temperatura ambiente durante 60 minutos y adicgh.@7 g de NaCl en un volumen de 3
mL de muestra. La identificacién se llevd a cabo as espectros de masas obtenidos y
comparandolos con los de la base de datos dellatbda de espectros de masas del NIST
(Nacional Institute of Standar and Technology).

Se cuantificaron Linalol, Nerolidol, y Metil éstde acido hexanoico en las 4 muestras en
estudio mediante CG-EM en modo barrido total dpkeso (SCAN), mientras que para el
Etil éster de acido hexanoico la determinacionfeeted por monitoreo selectivo de iones
(SIM, por sus siglas en ingles).

El método presento una linealidad aceptable entetvialo de concentracion de 10 — 90 y
100 — 500 pg/Lpara el linalol, 1 — 35 pg/L paraedolidol, 1 — 9 y 50 — 450 pg/L para el

etil éster de &cido hexanoico y 50 — 800 pg/L ehraetil éster de acido hexanoico ya que



se obtuvieron coeficientes de correlacion (r) mega 0.99 y un CV < 10 % para todos los
compuestos cuantificados; reflejando una buenagibec

La técnica de MEFS es una técnica analitica efiejeaeproducible, de facil manejo y que
no requiere el uso de disolventes para caractadpéamente los componentes quimicos

volatiles de las variedades de fresa.



1 INTRODUCCION

Debido a que las fresas poseen un aroma muy adgadad compuestos volatiles de la
fresa han sido objeto de numerosos estudios, liegan ser reportados mas de 360

compuestos como componentes del afdima

La fresa es uno de los frutos mas populares enueldm Tradicionalmente México es
considerado como un importante productor y exportag con el fin de mantener su
posicién en el mercado mundial, existe un interésiejorar la produccion de esta fruta; asi

como su calidat

El principal estado productor de fresa es Michoaséguido de otras regiones del pais,
principalmente en Baja California y GuanajuaMas del 70 por ciento de la produccion
nacional de fresa tanto fresca como congelada séndea la exportacion; ubicando a
Estados Unidos como el principal destino (afio 2009Debido a que la fresa mexicana
cumple con los estandares de inocuidad y calidaddgrentaria mas exigentes, le ha
permitido que estos productosmexicanos lleguen r@ades tan lejanos como Inglaterra,

Holanda, Alemania, Francia,Japén, China y Tafvan

El sabor de las fresas es muy importante ya queusse en muchos productos
manufacturados, es por eso que existe la necesigacthplementar métodos rapidos y
confiables para evaluar estas caracteristicas sisdmétodos analiticos optimos para tal

fin.



En recientes publicacion€s® se ha demostrado que el andlisis quimico de uoeasp
muestras de fresa puede contener toda la infoémaeguerida para clasificar y reconocer
las variedades de interés utilizando la técnickldeoextraccion en fase Solida (MEFS) en

su modo de Headspace (HS), seguido de cromatagiafjases (CG).



2 ANTECEDENTES

2.1 Fresa

Las fresas de fruto grueso cultivadas actualmeaténan originado relativamente en
tiempos recientes (siglo XIX); por su parte, lagrfas primitivas estan adaptadas a muchos
climas y se encuentran en la mayor parte de losnesnes. El tamafio del fruto de estos
cultivos era pequefio en relacion con el que alcaripa frutos de las variedades
modernak" *2

La especie a la que se refiere en sus escrit@stwgores clasicos Virgilio, Plinio y Ovidio,
es laFragaria vescacomun europea, o fresa de los bosques, la cus seltivado en un
plan extensivo tanto en Francia como en Inglatéaorma mas popular de esta especie,
y que aun se cultiva, es la alpina, que se distingar tener un periodo largo de
fructificacion. Es originaria de las laderas orédes en la zona sur de los Alpes. Una
segunda forma cultivada por la misma época fueHautbols” Eragaria moschatp
distinguida por ser una planta mas grande [gu¥escade fuerte olor. En América, los
colonos la llevaron a Massachussets designandoktenmrmente comoFragaria
virginiana. Abundando esta a lo largo de toda la costa delyedel noreste de los Estados
Unidos de AmericH.

La Fragaria chiloensises una especie originaria de la Costa del Sur lite,Cde la
Cordillera Meridional de los Andes, de la costat®ele Norte Ameérica y de las montafias
de Hawai. Fue llevada a Francia por el capitaniéren 1712, desde Chile.

En los jardines europeos se produjo una hibridaciatural entreF.chiloensisy F
virginiana. Una de estas hibridaciones naturales eBrégaria ananassade la que se

obtuvo la variedad “Keens seedling” designada asi Michael Keens en Isleworth



Inglaterra en el afio de 1806. A su vez, esta aritinHovey descubierta por Charles M.
Hovey en 1838. Desde entonces han aparecido nuisiaras y excelentes variedades v,

como es légico se siguen obteniendo cada'affo

2.1.2 Botanica

Las fresas se clasifican en el reino vegetal dedéda division Magnoliophyta, clase

Magnoliopsida, Orden Rosales, Familia Rosaceaergémagaria. Del género Fragaria se

conocen alrededor de 20 especies, que varian amoc@h nimero de cromosomas,
mostrando una importante poliploidia Las espedigsestres mas comunes son diploides,
exhibiendo dos juegos de siete cromosomas; otnadetmaploides o hexaploides, y los

hibridos mas resistentes son octoploides y atmptiEdas (Tabla1)"™.

Tabla 1. Especies y su variacion en cuanto al ndinde cromosomas

DIPLOIDES TETRAPLOIDES HEXAPLOIDES OCTAPLOIDES DECAPLOIDES

Fragaria Fragaria Fragaria Fragaria x Fragaria x
daltoniana  moupinensis moschata ananassa potentilla
Fragaria Fragaria Fragaria Fragaria x
iinumae orientalis chiloensis vescana
Fragaria Fragaria

nilgerrenis iturupensis

Fragaria Fragaria

nipponica virginiana

Fragaria

nubicola

Fragaria

vesca

Fragaria

viridis

Fragaria

vezoensis




2.1.3 Estructura de la planta

Las raices son bastante superficiales, sin embaagian mucho segun su tipo de suelo.
esta forma, en terrenos arenosos, suelen ser nsisieras y muy finas, de colcasi
blanco, mientras que en suelos fuertes son esecadagyruesas y también Iégicamente

profundas®.

El tallo es muy corto, en muchos casos casi reduzidn disco. Este disco tiene la facu
de dividirse o ramificarse formando las llamadaseronas”. A menudo que la plar
envejece aumenta su niimero, pudiendo llegar haste**.

Estas coronas dan lugar a las hojas, que son catagugeneralmente por tres folios. |
peciolos suelen ser largos y pelosos. Los foligkas aserrados, o secon el borde en
forma de dientes de sierra; el color suele serevesturo por el haz y gris por el envés

cual esta también recubierto con numerosos ***°

\ Foliolo terminal

Foliolo basal

Fig. 4.—Hoja normal de fresa

Figura 1. Hoja normal de frelSa



De las axilas de las hojas sales unos filameque poseen unos nudos; estos nudos sc
que dan lugar a los estolones, que en contactelcenelo emiten raices, formandose
nuevas plantas. Constituye esta la principal fadmanultiplicacién hasta el mome®™.

De las axilas mencionadas partambién de los pedunculos florales que posteriorense
ramifican; en el extremo de estos aparecen lass]@ue generalmente son de color bla

La estructura de la flor se indica en la figui

pétalo
caliz

borde del peddnculo

pediinculo

Figura 2. Seccion vertical de la flar

En la partesuperior del pedunculo hay una gran variedad diégsiscada uno de ellos tiel
un pistilo y una célula femenin

Los estambres estan colocados alrededor del peldiyncontienen el polen en las antel
Cuando la antera se rompe, cae el polen qunda el ovulo.

El nimero de pistilos varia segun el tamafio déola dunque generalmente oscilan el
200 y 400, situados en espiral desde la base absidremo. Los estambres, en genera
encuentran en un nimero que es multiplo de 5. tmaloe: que sean 25, aunque put

gue sean 35 o incluso, como ya se ha dicho, guéne¢éro no sea multiplo de



El néctar se segrega desde el pedunculo y aflups dugares en donde se encuentran
insertos los filamentos de los estambres.
Como consecuencia de la fecundacion aparece ldl&elaicual es necesaria para que los

frutos se desarrollen normalmetite

El fruto del fresal es un eterio (término utilizaelo botanica para describir un receptaculo
floral engrosado y convertido en fruto) dondeatdmo se desarrolla extraordinariamente
durante la maduracién y constituye un cuerpo carmosnestible, de forma conica, color

rojo y sobre el cual de disponen los verdadera®grde la planta, pequefios aquenios de

color oscuro que en niimero de entre 150 y 200c§&naén cada eterivo™*

Restos del caliz

Talamo engrosado

Restos del estilo

= Aquenios

Figura 3. Parte comestible de la plahta

2.2 Composicion quimica de la fresa

Actualmente apreciamos la fruta por su deliciodmsaero las culturas del pasado dotaron

a las fresas de un poder mistico y curativo y ustificada razétf. La fresa es un fruto que



aporta pocas calorias y cuyo componente mas abtendaspués del agua son los hidratos

de carbono (Tabla 2).

Las fresas pueden ser una excelente fuente deinédsar, B6 y sobre todo C (esta ultima
es un componente minoritario en las fresas pere tigna enorme importancia en la
prevencién de escorbutg)sustancias de accién antioxidante y un alto codtede acidos
organicos, entre ellos citrico (de accion desimtietet), malico, oxalico y salicilico (de
accion anticoagulante y antiinflamatoria). Otro sttnyente importante es el acido félico,
ya que 200 g de fresa cubren la sexta parte dedessidades de este acido. Dada su
riqueza en antioxidantes, &cido folico, potasio glicBatos, esta especialmente
recomendada en dietas de prevencion de riesgoovastiular y de enfermedades

degenerativas y cancer.

Tabla 2. Composicién quimica de la frEsg

Agua 80-90% Tiamina 0.03 mg
Hidratos de carbono5-10% Riboflavina 0.03 mg
Proteinas 0.5-0.9% Niacina 0.6 mg
Lipidos 0.1-0.4% Hierro 1mg
Cenizas 1-3% Sodio 1mg
Valor energético 37 calorias Potasio 164 mg
Vitamina C 50-90 mg Calcio 21 mg
Vitamina E 0.20 mg Fosforo 21 mg
Vitamina B6 0.06 mg
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2.3 Transformaciones durante la maduracion

Las fresas se encuentran vivas no solo cuando esidas a la planta de procedencia; tras
su recoleccion contindan estandolo y siguen ddiardm los procesos metabdlicos que
operaban mientras se hallaban unidas al vegetal.cdracteristica importante es el hecho
de que respiran, tomando oxigeno y desprendiendiddai de carbono y calor, también
transpiran; es decir, pierden agua.

Mientras permanecen unidas a la planta, las pexdida respiracion y transpiracion se
compensan mediante el flujo de savia que compenpartlida de agua y nutrientes. Tras
su recoleccion, las fresas contintan respirandangpirando, y como han perdido contacto
con la fuente de agua y nutrientes, dependen éxataente de sus reservas alimenticias y

de agua; por tanto, estas perdidas no se compgnsarnicia el deteriord.
2.3.1 Respiracion
Las fresas se caracterizan por una alta tasa gea@én la cual varia dependiendo de la

temperatura (Tabla 3).

Tabla 3. Produccion de diéxido de carbono a difesetemperaturas de almacenamiéhto

Temperatura 0°C 10°C 20°C
mL CO,/Kg.hora 6-10 25-50 50-100

2.3.2 Produccion de etileno
Las fresas producen bajas cantidades de etilend (d0kg-h a 20 °C}'. Como fruto no
climatérico, no responde a la estimulacion degéetil(hormona del crecimiento) durante su

maduracion.
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2.3.3 Pérdida de peso

La fresa presenta una elevada tasa de transpirgmioduciendo pérdidas de agua que
implican arrugamiento (aspecto envejecido), diseidnde peso comercial y descenso de
la calidad sensorial, afectando a la aparienciduyite y jugosidad del fruto. En la mayoria
de los frutos pérdidas del 3-5 % del peso inicial ferma de agua transpirada son
suficientes para promover un aspecto arrugado,igretd su apariencia externa inicial.
Problema todavia méas notable en el caso de lassfrpaes debido a su fina piel no poseen

una buena barrera exterior con que retener el dgua

Debido a la maduracion, en las fresas ocurren fée s cambios fisiologicos ya
mencionados que afectan la apariencia del fruidtgsecambios tienen que ver con la
textura; ya que el fruto pierde firmeza debido &id@t de enzimas como lo son la
pectinesterasa, poligalacturonasa, pectatoliagesynliasa. Cambios en el color debido a
la degradacién de carotenoides y xantofilas que atagen a la aparicion de pigmentos
rojos llamados antocianinas, los cuales brindaa faelsa el color rojo caracteristico. Los
azucares totales aumentan durante la maduracidrutiello que conlleva a cambios en el
sabor y aroma; convirtiendose mas dulce a medidabalmiddn se convierte en azucar, y
con la produccién de compuestos volatiles que gémente proporcionan el aroma a la
fruta'® 2224

La vida util de la fresa puede verse mejorada paroetrol de procesos de deterioro o
inactivacion de procesos fisiologicos, tanto dedpg fruto como de los patdgenos que
pueda contener. La temperatura es el factor meghbiestal basico para conservarla

durante el almacenamiento, por afectar a su tassegl@racion y/o otras reacciones

biolégicas.
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2.4 Conservadores quimicos

Los conservadores son agentes quimicos, los cliahkesonan retardando o inhibiendo
cambios indeseables en el alimento. Estos cambiosdem ser causados por
microorganismos, enzimas propias de los alimentesaociones quimicas. Aungue inhibir
el crecimiento de microorganismos es uno de laxcjpales propésitéa Estos se dividen
en dos grandes grupos, los organicos y los inotganiLos conservadores organicos se
subdividen a su vez en &cidos organicos y sus,salesholes y azucares (cuando la
concentracion es elevada). Los inorganicos tanmibi@ayen acido y sus sales, alcalis y sus
sales, halégenos, peréxidos, gases y metales %dble este Ultimo grupo, la plata tiene
un efecto antiséptico o germicida, esta acciénee®minada oligodinamica. También es el

Gnico metal que se recomienda para usarse en atimen

La plata coloidal es coloide formado de pequefaticoéas de plata metalica cargadas
eléctricamente en forma de atomos y unidas a pagggrenetina oalbumina por ejemplo).
La plata coloidal es un poderoso destructor de gées cada vez mas popular en todo el
mundo,; su accion consiste en inhibir las enzimgdicadas en el proceso respiratorio de

6xido-reduccion celular de las bacterias, provooawmuerte en pocos minuttba

2.5 Sabor y aroma

El sabor puede ser considerado como una serierdpareentes volatiles que son captados

por la nariz (aroma) y componentes no volatiles spre percibidos por la lengua (gusto)
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junto con los compuestos y las estructuras quesssben en la boca como la textura y/o
estructura del alimentd

La calidad en los alimentos comprende muchos aspeentre los que se incluyen
inocuidad, valor nutricional y estabilidad. Sin eargp, la aceptacion de un alimento esta
basado en sus propiedades sensoriales como séor ssator, color, textura y apariencia;
todo esto como resultado de una compleja interacére los humanos y el alimento.

Es de conocimiento general, que el andlisis adospaestos volatiles en los alimentos no
es suficiente para describir la complejidad desaisores; como consecuencia, el analisis
sensorial se hace fundamental para determinarlidaday el grado de aceptacion de los
productos. No obstante las estimaciones con insimtenion analitica has sido muy
demandadas ya que proveen informacién muy vafiosa

El aroma constituye un papel importante en el debarde la calidad comestible dptima.
Los compuestos volatiles producidos por las frig@sien teniendo importancia en la
determinacion del grado de aceptacion del consutdd pues, una sola fruta puede tener
un centenar de compuestos volatiles, los cualesigoualiferir segun su estado de
maduracion, si esta se encuentra en un estado a@rmpueden presentarse volatiles
propios de la fermentacion; estos suelen relacseneon la aparicion de olores y sabores
anomalos o desagradables (“off-flavours”). En las& estos volatiles estan formados

basicamente por acetaldehitj@tanol® y acetato de etif§ **

2.6 ldentificacion de compuestos volatiles
Las variedades de fresas pueden caracterizarse syp@omposicion quimica y mas
precisamente por su composicion quimica de ve#atiEn este caso Microextraccion en

fase Solida (MEFS) en su modo de Headspace, acaupa®n la cromatografia de gases
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nos confirmara la presencia de estos compuestadileslsi se comparan los tiempos de
retencién de las muestras con tiempos de reteri@6estandarés pero si el andlisis lo

requiere, la espectrometria de masas (EM) es masiésa.
2.7 Microextraccion en fase solida

La Microextraccion en fase sélida (MEFS) es umaitéa utilizada en quimica analitica en
la cual se extraen compuestos quimicos para sermsidentificacion y cuantificacion.
Fue desarrollada a principios de los afios noveoteebequipo del Dr. Pawliszyn en la
Universidad de Waterloo. Esta técnica relativamesdenomica se puede implementar
tanto en el laboratorio como en el campo y no eguel uso de disolvenfésEs mas
rapida y simple que otras técnicas, esto implice quuchas muestras pueden ser

procesadas, generando un mayor numero de*datos

2.7.1 Proceso de extraccion

El proceso de MEFS puede sintetizarse en dos pgsoticion del analito entre el
recubrimiento de la fibra y la matriz de la muessaguida de una desorcion de los
extractos concentrados dentro de un instrumentditisna En el primer paso el
recubrimiento de la fibra es expuesto a la mueastaasu espacio de cabeza o headspace
(HS, ver figura 4) la cual causa que el analiteedds vaya de la matriz de la muestra a el
recubrimiento. La fibra con los analitos concenisads posteriormente transferida dentro
de un instrumento para su desorcion donde la sgparg cuantificacion de los extractos
puede llevarse a cabo. En lo que respecta a laa edepdesorcion, ésta se realiza
térmicamente o bien por adicion de un disolventgamico, dependiendo de la técnica

analitica que se utilice. Asi, si la MEFS se acoplda CG, la desorcion se realiza
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térmicamente. La cromatografia de gases permitatificar los compuestos separados y en
algunos casos identificarlos, aunque para corrodogresultados, la espectrometria de

masas se usa como confirmacian

H5

=
|y

S5

Figura 4*°. La muestra se presenta en la parte inferior Figura 5. Adsorcién de los analitos en el recubrimiento
sefialada como S en el diagrama, mientras que el espacio de la fibra

de cabeza o headspace (HS) es el aire contenido entre la

muestra y el tapén del vial. Los puntos blancos

representan los componentes volatiles que difunden de la

muestra hacia el espacio de cabeza.

2.7.2 Fibras para la MEFS

Actualmente hay fibras comercialmente disponibleBabla 4), con diferentes

recubrimientos de manera que la MEFS puede usarsedeterminar un amplio grupo de
compuestos. Los primeros recubrimientos comeredts fueron los de

Polidimetilsiloxano (PDMS) y Poliacrilato (PA) pefos tipos de recubrimientos han ido

aumentando progresivamente y actualmente cubrampihio conjunto de aplicaciones.
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Tabla 4. Diferentes tipos de fibras con sus aplices®

Espesor/fase estacionaria

Temp. maxima de Polaridad

uso (°C)

Uso
recomendado

Polidimetilsiloxano (PDMS)

100 pum, fase no enlazada
30 um, fase no enlazada
7 um, fase enlazada

280
280
340

No polar
No polar
No polar

CG/HPLC
CG/HPLC
CG/HPLC

Polidimetilsiloxano
Divinilbenceno (PDMS/DVB)

65 um, fase parcialmente
entrecruzada

60 um, fase parcialmente
entrecruzada

65 um, fase muy entrecruzada

270

270

Bipolar
Bipolar

Bipolar

CG

HPLC

CG

Poliacrilato (PA)

85 um, fase parcialmente
entrecruzada

320

Polar

CG/HPLC

Carboxen / Polidimetilxilosano
(CAR-PDMS)

75 um, , fase parcialmente
entrecruzada

85 um, , fase muy entrecruzada

320

320

Bipolar

Bipolar

CG

CG

Carbowax-Divinilbenzeno
(CW/DVB)

75 um, , fase parcialmente
entrecruzada

85 um, , fase muy entrecruzada

265

265

Polar

Polar

CG

CG

Carbowax-Plantilla de resina
(CWITPR)

50 um, , fase parcialmente
entrecruzada

Polar

HPLC

Divinilbenceno-Carboxen-
Polidimetilsiloxano (DVB/CAR-
PDMS)

50/30 um, , fase muy
entrecruzada

27

Bipolar

CG
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Estos recubrimientos satisfacen muchas de lasidades para el analisis de compuestos
organicos. Naturalmente la naturaleza quimica dedlita determina el tipo de
recubrimiento a utilizar. La simple regla general 10 similar atrae lo similar puede
aplicarse aqui. El conocimiento de otra técnica&xteaccion también puede ser de mucha
ayuda ya que la actividad que se puede obtenebasédla primordialmente en la polaridad

y volatilidad entre las diferentes moléculas.

PDMS es el recubrimiento mas usado. El recubririems popular para el muestreo es la
fase de PDMS, y cada vez que se pueda debe kzad#i La fase de PDMS es una fase
no polar y esta extrae muy bien analitos no polaigsm embargo, esta puede ser usada
exitosamente para extraer muchos compuestos polpaescularmente después de la

optimizacion de las condiciones de extraction

Por otro lado la fase PA es apropiada para compaiggilares como lo pueden ser los
fenoles. Este es un polimero sélido de baja dedsadaemperatura ambiente, lo cual
permite al analito unirse al recubrimiento, pers toeficientes de difusién son mas bajos
comparados con PDMS resultando en tiempos de iétemnas largos para analitos

volatiles en el espacio de cab&za

Las fibras con mezcla de fases son las mas apespipdra compuestos volatiles. La
mezcla de fases en los recubrimientos tiene prafdesicomplementarias comparadas con
las de PMDS y PA. La mayor interaccion es deterdangor el proceso de adsorcion en
las particulas de Divinilbenceno, estas son maspagmas para compuestos volatiles, y la

constante de distribucion resultante es tipicamemagor comparada con la de PDMS.

18



Cambiando el “pegamento” de PDMS a Carbowax ra@sit una selectividad diferente

hacia compuestos polares como cetonas y alcdfoles

2.7.3 Tipos de extraccion

Existen tres tipos basicos de extraccion: extracdilirecta, headspace y extraccion
protegida con membrana. En el modo de extraccidact@di la muestra se sumerge
directamente en muestras liquidas y los analitogrsmsportados directamente de la matriz
de la muestra hacia la fase de extraccion (filiEa).el modo de headspace la fibra se
expone en la fase vapor o espacio de cabeza (HSEkxjste sobre la muestra solida o
liquida; los analitos son transportados a travéside enriquecido hacia la fibra, ademas la
MEFS permite modificar la matriz de la muestra cahoambio de pH sin dafar la fibra.

En el modo de extraccion protegida con membranfibla se protege utilizando una

membrana que sirve como barréta

2.7.4 Seleccion del modo de extraccion

La Seleccién del modo de extraccion se hace camaside la matriz de la muestra, la
volatilidad del analito y su afinidad con la matri2zara muestras muy sucias, las cuales
pudieran tener sustancias que daren el recubriongenka fibra cambiar sus propiedades de
adsorcion, el modo de headspace o la fibra coreqeiin deben ser usados. Para matrices
limpias se puede considerar introducir la fibradiamente.

Sin embargo, para compuestos volatiles, la exthacein el modo de headspace sigue
siendo preferida debido a que alcanza rapidamerntengpo de equilibrio. La proteccion
con membrana debe ser usada Unicamente para nsu@styasucias y en casos de que no

se puedan aplicar los otros dos mddos
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2.7.5 Variables que afectan el proceso de MEFS

El proceso de MEFS se puede ver afectado por urede variables experimentales que
pueden ser modificadas para incrementar la efichdiproceso de extraccion.

La MEFS en su modo de headspace generalmenteica aglompuestos de mediana a alta
volatilidad. En muestras acuosas, es dificil usée enétodo satisfactoriamente ya que se
tienen analitos con alta polaridad, como acidosigeb, los cuales tienen una alta afinidad
por la matriz. Esta situacion puede mejorarse camcln ciertas situaciones como por
ejemplo el pH de la matriz. Las aplicaciones deldspace también pueden extenderse a la
extraccion de compuestos semivolatiles y analitestémente unidos a la matriz de la
muestra si se extiende el tiempo de extracciontgrgeratura. A continuacion se muestran
las variables experimentales que hay que tomamuenta para mejora la eficiencia de la

extraccion>.

2.7.5.1 Agitacion de la muestra

La composicion de los alimentos afecta la libenaclé los componentes volatiles, ya que
estos pudieran ser disueltos, adsorbidos, encalosyjlaatrapados o tener una difusion
limitada por otros componentes del aliméhta agitacion de la muestra, incrementa la
difusion de los analitos desde la matriz de la rmaesla fibra o al espacio de cabeza por lo
gue se disminuye el tiempo requerido para llegaealilibrio. La efectividad de la

agitacion determina el tiempo de equilibrio en mmeestra acuosa.

El tiempo de equilibrio en una muestra gaseosa @&s ndpido y solo es limitado por el
tiempo de la difusién del analito hacia el recofiento de la fibra. Una situacion similar
ocurre cuando analitos muy volatiles son analizgoosla técnica de headspace. En este

caso, muchos de los analitos que estan en el rese extraen relativamente rapido
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aungue no se utilice agitacion. Sin embargo, ldaeigin es requerida para facilitar el
transporte de masa entre la mayor parte de la rawssiosa y la fibra.

La agitacion magnética es la forma mas comdn daca@n en el modo de MEFS desde
gue esta disponible y ha sido usada en la magerias experimentos en laboratorios de
quimica analitic¥; ademas la agitacién se puede usar con los pes tle MEFS. La
extraccion es mas eficiente cuando una mayor \addaile agitacion es empleada.

Algunas precauciones deben advertirse cuando sagision magnética en la MEFS
frecuentemente la velocidad rotacional de la bexagnética no es controlable o constante,
lo cual puede ocasionar variaciones en las conbsiale agitacion durante la extraccion y
cambiar el tiempo de equilibrio. El efecto neto elo puede ser una pobre precision.
También, la base puede calentarse durante la égitée que resulta en cambios en la
constante de distribucién, lo cual también afemteeproducibilidad de las mediciones.
Existen otras alternativas para agitar las muesjugstambién pueden considerarse. La
siguiente tabla muestra otros métodos de agitamarsus ventajas y desventajas.

Tabla 5. Métodos de agitacién en MEES

Método Ventajas Desventajas
Estatico (sin agitacion) Facil, ideal para muestidolo para analitos muy
gaseosas volatiles
Agitacion magnética Equipo comun, bueRequiere de una barra
rendimiento magnética en el \vial,

pudiera salpicarse la fibra
debido al movimiento de la

barra.
Vortex / mover el vial Buen rendimiento, né&strés en la fibra
necesita de barra magnética
Movimiento de la fibra Buen rendimiento, né&strés en la fibra, limitado
necesita de barra magnética volimenes pequefios
Sonicacion Tiempos de extraccibRuidoso, se calienta la
muy cortos muestra
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2.7.5.2 Tiempo de extraccion

El tiempo de extraccion en SPME es un parametro imgpprtante a tener en cuenta. Al
desarrollar un método analitico basado en SPMEebe determinar el tiempo necesario
para llegar al estado de equilibrio que es caratiy de cada analito-fibra e intentar
trabajar en esas condiciones. El tiempo de equilds aquél a partir del cual la cantidad de
analito extraida se mantiene constante. Sin empaaga algunos compuestos el tiempo
necesario para llegar a esta situacion es muyadepar lo que generalmente se opta por
trabajar en condiciones de no equilibrio y se sid@an tiempos de extraccion inferiores
para no alargar el tiempo de anaff§ En estos casos es muy importante controlar
estrictamente el tiempo de extraccion ya que pexgiescilaciones en la medida del tiempo

pueden variar de forma considerable la cantidadnddito extraida, tal y como se puede

observar en la Figura 6.

F'y
Pre—esquilibbric Equilibrio

El control del tiempo de
extraccion MO es critico

{El control
[ del tiempo
[ de
{ extraccion

. - Tharmeoo gde equifiibrio
i Sl es critico e a9

Cantidad de analito retenido

Tiempo de extraccion

Figurr;??. Efecto de la variacion en la medida i@@hpo de extraccion en la cantidad de
analito™.
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La MEFS no es una técnica de extraccion exhaustéree un maximo de sensibilidad en el
equilibrio de particién de los analitos, se tiema relacion proporcional entre la cantidad
de analitos absorbidos por la fibra y su concei@mamicial en la matriz de la muestra
antes de alcanzar el equilibrio de particion. Rortdnto el equilibrio completo no es

necesario para el andlisis cuantitativo por MEFS

2.7.5.3 Temperatura de extraccion

Otro parametro importante es la temperatura deaeoitin. Este parametro contribuye de
dos formas completamente opuestas en el proceME#S. Por un lado, los coeficientes
de difusion de los analitos en la muestra aumegltarcrementar la temperatura, por lo que
aumenta la cantidad de analito extraida. En HS-SRM&mas, al aumentar la temperatura
aumenta la concentracion de los analitos en ecasgda cabeza por lo que la extraccion es
también mas rapida. Por otro lado, un aumento teniperatura disminuye los coeficientes
de distribucion del analito entre la muestra yillaaf por lo que la eficacia de la extraccion

se ve afectada negativamerite

2.7.5.4 Adicion de sales

La presencia de sales, (generalmente se utilizal Idafique en algunos casos se han
utilizado otras sales como p&O;)*? en la muestra aumenta el coeficiente de distritmuci
de los analitos que estan presentes en forma mada por lo que la cantidad de analito
extraida generalmente aumenta. Sin embargo, srlabtos estan en forma ionizada, se
observa una disminucion de la eficacia de la egitbac Esto se debe al aumento del
coeficiente de actividad de las especies iOnicasiadentar la fuerza idnica de la solucion.

En consecuencia, el pH de la muestra es otro fademer en cuenta en la optimizacion del
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proceso de SPME ya que los analitos deben estapigepresentes en la muestra en su
forma neutra para su extraccion. Por ejemplo, paelos analitos estén presentes en la
forma neutra, es recomendable trabajar a valorgaHdal menos dos unidades por debajo

de el pKa si los analitos son &citfos

2.7.5.5 Desorcion de los analitos

Los parametros que afectan a la etapa de desatepgenden del tipo de desorcidn utilizado
(térmica o por disolvente organico). Si ésta séz@&&ermicamente en un cromatografo de
gases, los parametros a optimizar son la temparatuel tiempo de desorcion. La
temperatura se recomienda fijarla a la maxima teatpe de uso de la fibra recomendada
por el fabricante y el tiempo debe ser el adecyada que la desorcidén de los analitos de la
fibra sea completa y no se presente el llamadacef@eemoria. Esto puede suceder si el
tiempo o la temperatura de desorcion no son suofiesepara la desorcion completa de los

analito$®.

2.8 Cromatografia de gases
La complejidad de la muestra y la selectividad pieiceso de extraccién definen los

requisitos para el instrumento de separacion ytiication.

Con respecto a la cromatografia de gases estaaet®amica analitica en la que la muestra
se volatiliza y se inyecta en la cabeza de unanuwducromatogréfica. La elucion se
produce por el flujo de una fase mévil de gas eeft diferencia de los otros tipos de
cromatografia la fase movil no interacciona comta¢éculas del analito; su Unica funcion

es la de transportar el analito a través de lanuaéu
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Existen dos tipos de cromatografia de gases (@&X)rdmatografia gas-sélido (CGS) y la
cromatografia gas-liquido (CGL), siendo esta Ultlmgue se utiliza mas ampliamente, y
gue se puede llamar simplemente cromatografia slesg&G). La CG se lleva a cabo en
un cromatografo de gases. Este consta de diveesnpomnentes como el gas portador, el

sistema de inyeccion de muestra, la columna (gknermde dentro de un horno), y el

Microjeringa
ymrl;f

detector (Figura 7).

Divisor de flu Electrémetro

Septum o puente
Fieguladnr\ N P
defluj =
Regqulador r DAC
de presicn l
P
(A J Ordenador
S Rotametro
Columna

(Gas portador

Horno termostatizado

Figura 7. Diagrama general de un cromatégrafo dedfa

El uso de un gas portador cumple basicamente dp®gitos: Transportar los componentes
de la muestra, y crear una matriz adecuada padatettor. Un gas portador debe reunir

ciertas condiciones:

Debe ser inerte para evitar interacciones (tanto @ muestra como con la fase
estacionaria), adecuado al detector a utilizaredsdr capaz de minimizar la difusion

gaseosa, puro, disponible y econémico.
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La inyeccion de muestra es un apartado criticogy@ se debe inyectar una cantidad
adecuada, y debe introducirse de tal forma (comtapdn de vapor") que sea rapida para
evitar el ensanchamiento de las bandas de sabtlapécto se da con cantidades elevadas
de analito. EI método més utilizado emplea una ajecinga (de capacidades de varios
microlitros) para introducir el analito en una camae vaporizacion instantdnea. Esta
camara esta a 50°C por encima del punto de eldullidel componente menos volatil, y

esta sellada por una junta de goma o septum.

En CG se emplean dos tipos de columnas: las emiaaiziseo de relleno y las tubulares
abiertas o capilares. Estas Ultimas son mas conemés actualidad (2009) debido a su
mayor rapidez y eficiencia. La longitud de estdsrooas puede variar de 5 a100 metros, y
estan construidas en acero inoxidable, vidriogssiiundida o teflén . Debido a su longitud
y a la necesidad de ser introducidas en un hoasocdlumnas suelen enrollarse en una

forma helicoidal con didmetros de 10 a30 cm, dejeeadd del tamafio del horno.

La temperatura es una variable importante, ya queslih va a depender el grado de
separacion de los diferentes analitos. Para etloe @djustarse con una precision de décimas
de grado. Dicha temperatura depende del puntougogdn del analito o analitos, y por lo
general se ajusta a un valor igual o ligeramenpersor a €l. Para estos valores, el tiempo
de elucion va a oscilar entre 2 y 30-40 minutosteéfiemos varios componentes con
diferentes puntos de ebullicion, se ajusta la lld@@m@mpa de temperatura con lo cual ésta
va aumentando ya sea de forma continua o por et&pashuchas ocasiones, el ajustar
correctamente la rampa puede significar separar bieno los diferentes analitos. Es
recomendable utilizar temperaturas bajas para Umidel ya que aunque a mayor

temperatura la elucion es mas rapida, se coriesgla de descomponer el analito.
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En el caso de los detectores este es la parteatehtografo que se encarga de determinar
cuando ha salido el analito por el final de la oota. Las caracteristicas de un detector

ideal son:

« Sensibilidad

« Respuesta lineal al analito

- Tiempo de respuesta corto

« Intervalo de temperatura de trabajo amplio

- Estabilidad y reproducibilidad, es decir, a camdetaiguales de analito debe dar
salidas de sefial iguales.

+ Respuesta semejante para todos los analitos, o

- Respuesta selectiva y altamente predecible paradurido nimero de analifs

Para el fin de este proyecto es adecuado el us® clematografia de gases ya que sirve

como un método para separar los diferentes compesealatiles en la muestra.

2.8 Espectrometria de masas

La Espectrometria de Masas es una poderosa téoigoaanalitica usada para identificar
compuestos desconocidos, para cuantificar compmiestoocidos, y para elucidar la
estructura y propiedades quimicas de molétijlasta técnica se utiliza no sélo en
investigacion, sino también en analisis de rutiedos$ procesos industriales, en control de

calidad, etc.
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Sus principales cualidades §bn

» Capacidad de identificacion de forma practicamemequivoca, ya que
proporciona un espectro caracteristico de cadaaulalé

e Cuantitativa: permite medir la concentracion deslastancias.

» Gran sensibilidad: habitualmente se detectan coraz@ones del orden de ppm
0 ppb y en casos especificos se puede llegar ppistaincluso ppg.

» Universal y especifica.

* Proporciona informacion estructural sobre la mdeanmalizada.

* Suministra informacion isotopica.

» Es una técnica rapida: se puede realizar un espextdécimas de segundo, por
lo que puede monitorizarse para obtener informaeidriiempo real sobre la
composicion de una mezcla de gases.

Dentro del espectrometro de masas, se procedeiamifacion de la muestra mediante
diferentes métodos. El sistema de ionizacion measuénte es el de impacto electronico que
bombardea las moléculas con electrones de una aeergia, capaces de provocar la
emision estimulada de un electron de las moléguées ionizarlas.

Ademas de moléculas ionizadas o iones moleculdwd fambién se forman iones
fragmento debido a la descomposicion de los ionggaulares con exceso de energia. El
tipo y proporcion relativa de cada uno de estognfientos es caracteristico de las
moléculas analizadas y de las condiciones del poode ionizacion. Una vez ionizadas las
moléculas, se aceleran y se conducen hacia ensistelector mediante campos eléctricos
0 magnéticos. La velocidad alcanzada por cada @A dependiente de su masa. La

deteccion consecutiva de los iones formados arpdetilas moléculas de la muestra,
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suponiendo que se trate de una sustancia purayqa @l espectro de masas de la sustancia,
gue es diferente para cada compuesto quimico y apmstituye una identificacion
practicamente inequivoca del compuesto analizado.edpectro de masas puede
almacenarse en la memoria del ordenador para campacon los espectros de una
coleccion de espectros (o libreria) y proceder &eantificacion o puede estudiarse para

averiguar la naturaleza de la molécula que le digen, eté>*°

2.10 Cromatografia de gases acoplada a espectroniatde masas

La técnica analitica acoplada Cromatografia desgadespectrometria de masa (CG-EM)

es la mas ampliamente utilizada para mezclas cgasple

La cromatografia de gases es una técnica separptesgéiene la cualidad de conseguir la
separacion de mezclas muy complejas. Pero una eparaglos, detectados, e incluso
cuantificados todos los componentes individualesirtie muestra problema, el Gnico dato
de que disponemos para la identificacion de cadaderellos es el tiempo de retencion de
los correspondientes picos cromatograficos. Este de es suficiente para una

identificacion inequivoca, sobre todo cuando amaliazs muestras con un numero elevado

de componentes, como es frecuente en cromatogeatjases capil&r

Por otra parte, la espectrometria de masas puemdficar de manera casi inequivoca

cualquier sustancia pura, pero normalmente no pazcde identificar los componentes

individuales de una mezcla sin separar previamsmecomponentes, debido a la extrema
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complejidad del espectro obtenido por superposid®tos espectros particulares de cada
componente.

Por lo tanto, la asociacion de las dos técnicasy®® da lugar a una técnica combinada
CG-EM que permite la separacion e identificaciomezclas complejas.

Usualmente se emplea espectrometria de masa pa@nf@amacion de la identidad o

estructura de las sefiales cromatogréffcas

Esta técnica es muy sensible ya que alcanza limé@eteteccion del orden de picogramos,
puede ser altamente selectiva y adecuada pordiifidad con respecto al tipo y calidad
del espectro de masas, el analista puede escogrer diferentes tipos de ionizacion
existentes y monitoreo selectivo de iones, ya seddo total de iones (SCAN por su
nombre en ingles) o monitoreo selectivo de iondll ($r sus siglas en ingles), el control
del intervalo y resoluciébn de masas, asi como opasametros experimentales. La
sensibilidad y selectividad se pueden mejorar @ésralel uso de técnicas de ionizacion

quimica selectiva y/o técnicas de monitoreo seleate ione¥.

El espectro de masa obtenido es caracteristicarggito, es decir es unico. El perfil de

iones en un espectro de masas resulta de la fragonam de una molécula la cual la

caracteriza y diferencia de otras moléculas y ofmogpos de compuestos. Sin embargo,
cada familia de compuestos exhibe algunos pate@émgmentacion caracteristicos de los
espectros de masas, esta informacién es util profauesta de su identidad. Dentro de los
constituyentes del aroma y sabor se encuentramidiole cetonas, acidos, acidos grasos,
aminas, amidas y hasta compuestos heterociclisosules exhiben sus propios patrones

de fragmentacidfi.
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En resumen, una mezcla de compuestos inyectadeceom@atografo de gases se separa en
la columna cromatogréfica obteniendo la elusioreswa de los componentes individuales
aislados que pasan inmediatamente al espectrongetranasas. Cada uno de estos
componentes se registra en forma de pico cromdiogrg se identifica mediante su

respectivo espectro de mab44
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo general

Determinar los compuestos volatiles y semivolatitgee se encuentran en diferentes
muestras de fresas usando microextraccion en ¢éiga $MEFS) seguido de cromatografia
de gases acoplado a espectrometria de masas (C@dtM)a caracterizacion quimica de
estas.

3.2 Objetivos particulares

e Demostrar la utilidad del método de Headspace-MEES para el andlisis de aromas de

frutas y mas especificamente de fresas.

e Establecer una metodologia con las condicionesmépt para la extraccion de

compuestos volatiles y semivolatiles en fresas.

e Cuantificar algunos de los compuestos mayorgadentificados.

e Analizar si se altera la composicion de compsegtdatiles y semivolatiles en las fresas

si se aplica un desinfectantes de frutas.
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4 DESARROLLO EXPERIMENTAL

4.1 Materiales y equipo

e Fibras para MEFS: Polidimetilsiloxano-Divinilbemee (PDMS-DVB  65um) vy
Polidimetilsiloxano (PDMS 100um)

e Soporte de la fibra para inyeccion manual (SupBlkeltefonte P.A., USA)

e Balanza analitica Startorius modelo CP124S

e Parrilla con agitador magnético PMC modelo 72@ser

e Agitador Vortex Thermoline

e Estufa de secado J.M.Ortiz

e Agitador magnético de 5 mm x 3 mm

e Viales de vidrio de 12 mL con tapon horadado dgpapileno con septa de teflon.
e Exprimidor de limones

e Jeringas de vidrio Hamilton de 10, 50 y 100 pL

e Material de vidrio comun del laboratorio

e Pinzas para soporte universal

4.1.2 Reactivos

Alcohol etilico absoluto (99.2% de pureza), AnakgtyMéxico. Cloruro de Sodio (99.5%

de pureza), Monterrey, México. Agua desionizada.
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4.1.3 Estandares
Linalol (97% de pureza), Nerolidol (98% de pureZ&dter metilico de acido hexanoico
(99.8% de pureza), Fluka Chemika, Sigma Aldrictiz&UEster etilico de acido hexanoico

(>99% de pureza), -CHECK-PREP, USA.

4.1.4 Muestras
Se analizaron fresas de cuatro diferentes lugagesutlivo, las cuales se enlistan en la

Tabla 6.

Tabla 6. Caracteristicas de las muestras utilizadaasl analisis de acuerdo a la NMX-FF-
062-SCFI-2002 PRODUCTOS ALIMENTICIOS NO INDUSTRIAZADOS PARA
CONSUMO HUMANO - FRUTA FRESCA - FRESAF(agaria xananassaDutch) —
ESPECIFICACIONES Y METODO DE PRUEBA (Ver Anexo)

Muestras analizadas Lugar de Origen Lugar de Compra Caracteristicas
Fisicas Y Sensoriales
1 California ,E.U.A Superama Tamarfo A, estado de

maduracion 6, sabor
ligeramente dulce y
poco arométicas.

2 Irapuato, Guanajuato Central de abastos TamarfestBdo de
maduracion 6, de
sabor dulce y muy

aromatico.
3 Panindicuaro, Mercado local enTamafio B, estado de
Michoacan Morelia, Michoacan maduracion 6, sabor
dulce y muy
aromaticas.
4 Jocotepec, Jalisco Walmart Tamarfo A, estado de

maduracion 6, sabor
ligeramente dulce y
poco arométicas.
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4.1.4.1 Preparacion de la muestra

A las fresas limpias se les separo el pedunculerofu cortadas en trozos pequefios y
puestas en el exprimidor de limones para estrgjaylaobtener el jugo; obteniéndose
aproximadamente 20 mL. Este procedimiento se degdara cada muestra de fresas

analizadas.

4.2 Andlisis cromatografico

4.2.1 Condiciones cromatogréficas

Se utiliz6 un Cromatografo de gases Hewlett Packs®itl0 Serie 5971(ver figura 8)
acoplado a un detector selectivo de masas HewdektdPd 5971 con inyector split/splitless
y una columna capilar de silice fundida (5% fertP® dimetilpolisiloxano) de 30m de
longitud x 0.25 mm de didmetro interno x .0 P& grosor de pelicula (Zebron
Phenomenex, USA).

Se utiliz6 He como gas acarreador a flujo constaete2 mL/min. La temperatura del
inyector fue de 250 ° C modo split (1 min), la teamgiura de la linea de transferencia fue
de 280 ° C, la temperatura de la fuente de ionirdge de 230 ° C y la temperatura del
analizador (cuadrupolar) de 150 ° C. El analisisesdizd por impacto electrénico a 70 eV;
se utilizé el modo de barrido total del especttGASI, por sus siglas en ingles) de 50 a 550
m/z para la identificacion de los compuestos.

Programa de temperatura: Temperatura inicial 405o@&rmicamente durante 2 minutos,

rampa de 8°C/minuto hasta 300°C manteniendo esfaet@tura durante 2 minutos.
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Figura 8. Cromatdgrafo de gases acoplado a espesthid de masas utilizado en este
trabajo (optimizacién de parametros, analisis destra y cuantificacion)

4.2.2 ldentificacién de compuestos

Los compuestos fueron identificados de acuerdosaekpectros de masas obtenidos y
comparados con los de la base de datos de lateitdiale espectros de masas del NIST
(The NIST Mass Spectral Search Program for the MFEBA/NIH Mass Spectra Library
version 2.0 build 19 Nov 2001). Algunos compuesteson identificados comparando los

tiempos de retencion con sus estandares.

4.2.3 Cuantificacion de compuestos

Para la cuantificacion se utilizé una recta debcation para cada analito a cuantificar.
Para la elaboracion de esta, se preparé una soelpetéon de 10 mL disolviendo una gota
del estandar puro en etanol (0.0116 g promedia® pasteriormente tomar una alicuota y
llevarla a un aforo de 5 mL con etanol. De estacéh diluida tomar la alicuota adecuada

y colocarla en un vial con 1 mL de agua desionizaltievarlo a un volumen de 3 mL.
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Realizar el mismo procedimiento (ver seccion 5e@jugdo en la extraccion de compuestos

volatiles en las muestras de fresa.

4.3 Microextraccion en fase sélida

4.3.1 Dispositivo para la MEFS
Se utiliz6 un vial de vidrio con tapon horadadoeptsm de teflon (ver figura 9) con

capacidad de 8 mL para colocar la muestra y redazslEFS.

Figura 9. Viales utilizados para la MEFS. Se puatistinguir la muestra en color rojo y el
espacio restante entre la muestra y el tapén seaomo espacio de cabeza o headspace
A este vial se transfirieron 3 mL de jugo de frgs® coloco en un recipiente con agua para
mantener la temperatura constante. Una vez sujetdalecon pinzas para soporte se
introdujo el soporte de la fibra y este tambiérsgeto con pinzas para soporte universal.

La figura 10 muestra el dispositivo.

37



Figura 10. Dispositivo empleado para la MEF

4.3.2 Optimizacion de los parametros de MEFS

Antes de iniciar con el desarrollo de la metodaofyie necesario realizar pruebas para
mejorar la eficiencia durante la extraccion; ya goeo se ha mencionado hay diversos
factores que se pueden modificar para optimizae g@sbceso. Los factores que se
optimizaron fueron: tiempo de extraccion, tipo ibed, efecto de agitaciéon, fuerza idnica y

temperatura. Todas las pruebas se realizaronipbcddo.

4.3.2.1 Seleccion de fibra
En el presente trabajo se evaluaron dos tipostuasfi la PDMS y la PDMS/DVB, estas
pruebas se llevaron a cabo a temperatura ambidatextraccion durante 60 minutos. Las

fibras fueron acondicionadas de acuerdo a lasuc@tnes del proveedor (Tabla 7).

Tabla7. Condiciones para el acondicionamiento lolagi

Fase Estacionara Grosor de Temp.de Tiempo de acondicionamiento
Pelicula(pum) acondicionamiento(°C ) (Hrs)
PDMS 100 250 1
PDMS-DVB 65 260 0.5
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4.3.2.2 Efecto de la agitacion
El efecto de la agitacion se estudio realizandoaegtones sin agitacién y con agitacion a
1400 rpm. Las condiciones de extraccién fueronraegton en la fiora PDMS/DVB

durante 60 minutos a temperatura ambiente.

4.3.2.3 Tiempo de extraccion

Para determinar la influencia del tiempo de exitaccse decidid hacer pruebas de
extraccion a 20 y 60 minutos, estas pruebas seasal usando la fibra de PDMS/DVB a
temperatura ambiente.

4.3.2.4 Temperatura de extraccion

Se evalud el efecto de la temperatura realizandmaeiones a 21° C (temperatura
ambiente en ese momento), 30 y 40 °C. Bajo las iciomes sefialadas en el inciso

anterior.

4.3.2.5 Efecto de la adicién de sal

Para el estudio del efecto de la fuerza idnicadédamd diferentes porcentajes de NaCl de
acuerdo a su punto de saturacion; de esta mangemseajue el NaCl alcanza su saturacion
si se le adicionan 1.07 g de esta a 3 mL de aguma éemperatura de 22°C.

Se realizaron extracciones con la fiora PDMS DVBadte 60 minutos adicionando las

siguientes cantidades de NaCl: 1.07 g (saturaala @olucion), 0.538 g (50% respecto a

Su saturacion), 0.269 g (25% respecto su saturagion blanco (0% de NacCl).
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4.4 Adicion de desinfectante

Para comprobar si la adicion de desinfectante nwadé aroma en las muestras de fresas
se utilizé el microbicida Microdyn. De acuerdo a &specificaciones se dejaron las fresas
en un litro de agua, se agregaron 8 gotas delfdetante y se dejaron reposar durante 10
minutos. Estas fresas se secaron y se elaboro gl para las determinaciones
correspondientes. El procedimiento seguido fuessndondiciones optimizadas para la

extraccion de compuesto volatiles en fresas (vaice 5.2)
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5 RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS

5.1 Determinacién de las condiciones de trabajo

Previamente al andlisis de las diferentes muestrgwocedié a optimizar las condiciones
de extraccion de los analitos en la fibra. Paraldeerminacion de las condiciones de
microextraccion se establecié un tiempo de equdlibntre la muestra y la disolucion de 5

minutos.

5.1.2 Seleccion de fibra

Para el analisis de compuestos volatiles en fresascieron pruebas con dos tipos de fibra:
la PDMS que tiene una fase estacionaria no pdelPPMS/DVB que es bipolar en cuanto

a su composicion; es decir tiene fase estaciopat&a y no polar.

La Tabla 8 muestra los compuestos extraidos c@ibria PDMS, obteniéndose un total de
13, si se compara con los 46 compuestos extraigodacfibra PDMS/DVB esta ultima
resulta ser mas eficiente ya que no solo extraje g@npuestos sino también picos
cromatogréaficos con una mayor altura. Para apresi@s diferencias la Figura 11 muestra
dos cromatogramas sobrepuestos de las extracdienbas con estas fibras.

La caracteristica mas notable de estos cromatograsau complejidad; a simple vista se
observan algunos picos en comun, sobre todo las pias largos. Aungue esta claro que
al ser los compuestos volatiles de la fresa unaclamenuy compleja la cual consiste de
diferentes compuestos en lo que se refiere a grgpiosicos y pesos moleculares, la fibra
con fase estacionaria de PDMS/DVB obtuvo mejorssltados debido a su capacidad para

adsorber tanto analitos polares y no polares.
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Tabla 8. Compuestos extraidos con la fiora PDMS/O¥ Bon los compuestos extraidos
con ambas fibras).

Compuestos
1 Acido 2-metil-butanoico 24 Metil éster de aciddadnoico
2 Acido hexanoico 25 Metil éster de acido hexarbico
3 Acido 2-metil-hexanoico 26 Fenilmetil éster dalaacético*
4 Hexanol 27 Metil éster de acido octanoico*
5 3-Metil-1-pentanol 28 Buitil éster de 4cido aagtic
6 Octanol 29 (E)-2-Hexen-1-ol acetato
7 Nonanol 30 (Z)-3-Hexen-1-ol acetato
8 E-11,13-Tetradecadien-1-ol 31 Butil éster de@bidtanoico
9 Nonanal 32 Hexil éster de acido acético*
10 2-Octanona 33 Hexil éster de acido butanoico*
11  2-Nonanona 34 Octil éster de acido acético*
12 2,5-Dimetil-4-metoxi-3(2H)-furanona* 35 2-Propgrol,3-fenil acetato
13  Etil éster de acido butanoico 36 Octil esteacido butanoico*
14  1-Metil etil éster de acido butanoico 37 Etdnbdiol dibutanoato
15  Etil éster de acido pentanoico 38 Ciclofenchene
16  1-Metil etil éster de acido butanoico 39 D-Lmeoo
17  3-Metil etil éster de acido butanoico 40 Ispieoleno
18  Etil éster de acido 2-hexenoico 41 Biciclo hémn-3-ol, 3,7,7-trimetil
19  Etil éster de acido hexanoico* 42 Linalol*
20  Etil éster de acido benzoico 43x-Muroleno
21  1-Metiletil éster de acido hexanoico 44 +Trileolidol*
22  Etil éster de acido octanoico 45 Diclorometano*
23 Etil éster de acido decanoico 46 Tolueno*

Ya se habia mencionado que las fibras con mezcfasds son las mas apropiadas para
compuestos volatiles, ademas la mezcla de fasésserecubrimientos tiene propiedades
complementarias comparadas con las de PMDS, I@eueite la adsorcion de un mayor

rango de compuestos.
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Figura 11. En color verde se observan los picosmthbs para una extraccion realizada con
la fibra de PDMS/DVB. Los picos en color negroresponden a la extraccion realizada
utilizando la fiora PDMS para la misma muestraréed.

Esta claro que el tipo de fibra afecta la seledsigi de la extraccidon. Investigaciones

§3,47—51

similare sobre determinacién de compuestos volatiles errsiigebebidas y frutas

han reportado mejores resultados con el uso dasfile mezcla de fases polares y no

polares como lo es la fibora de PDMS-DVB.

5.1.3 Efecto de la agitacion

Otra de las variables que se estudiaron para megr@roceso de extraccion fue la
agitacion. Para este fin se realizaron extracciagigando una barra magnética y una

parrilla de agitacion. La Figura 12 muestra un @tograma comparativo para una

extraccion con agitacion y sin agitacion.
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Figura 12. En color verde se observan los picosribs a una extraccion sin agitacion
para una muestra de fresa. Los picos en coloonemrresponden a una extraccion con
agitacion magneética para la misma muestra de fresa.

Se observa de manera clara que se obtienen megstdtados al utilizar agitacién ya que

la altura de los picos se incrementa, en algunsgscaotablemente, esto porque se logré
extraer una mayor cantidad de analitos debido algusgitacion permite una mejor y

mayor difusiébn desde la matriz hacia la fibra.aPdustrar esta situacion la Figura 13

presenta las areas correspondientes para algunmgmiestos extraidos.
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Figura 13. Las barras en color azul muestran leasade diferentes compuestos extraidos
usando agitacion magnética, mientras que en camnja se muestran las areas de los
mMismos compuestos para una extraccion sin agitacioé

Es clara la diferencia entre usar agitacion y narlasdurante el proceso de extraccion,
resulta evidente para estos compuestos en partiqeao en general, se observé una
mejora en cuanto a la extraccion de todos los cestps. Por estas razones se decidi6 usar

agitacion magneética durante la extraccion de lospe@stos volatiles.

5.1.4 Tiempo de extraccion

Se selecciond realizar las extracciones con urptede 60 minutos ya que comparada con
tiempos de extraccidbn mas cortos el nimero detasadixtraidos fue mayor; asi como el
area de los picos. Cuando la extraccion se redlizante 20 minutos se obtuvo un total de
12 compuestos, mientras que cuando se amplio reptiea 60 minutos se extrajeron 43
compuestos (Figura 14).

Hay que destacar que la MEFS no es una técnicaxttaccion exhaustiva, tiene un

maximo de sensibilidad en el equilibrio de particife los analitos, se tiene una relacion

proporcional entre la cantidad de analitos absosbjubr la fibra y su concentracion inicial
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en la matriz de la muestra antes de alcanzar dliwtu de particion; por lo tanto el
equilibrio completo no es necesario para el asatisantitativo por MEFS sin embargo,
el tiempo de extraccion se definid estrictamenge ynantuvo constante durante todos los

analisis, tanto para muestras como en los est&darealibracion.

50
45
40
35
30
25

Compuestos extraidos

20 minutos 60 minutos

Figura 14. Grafica comparativa de los dos tiemposxdraccion utilizados.

Si el tiempo de extraccion antes de llegar al dmiol es relativamente largo, pequefas
variaciones en el tiempo de extraccion no afectirgmecision. Sin embargo, a tiempos de
extraccion muy cortos pequefas variaciones eneelpo de equilibrio pueden afectar

significativamente la precision, es por eso queniutos es un intervalo de tiempo no tan

largo como esperar al equilibrio de todos los cameptes volatiles y no tan corto como

para que se afecte la precision.

Para el andlisis de compuestos volatiles en frggesje resultar impractico esperar a que
se complete el tiempo de equilibrio, ademas seetiennimero grande de compuestos a
identificar; para este caso, como ya se menciomte esima importancia ser muy exacto en
el tiempo de extraccién. 60 minutos es un tiempecaddo para permitir la extraccion de

todos los analitos presentes en el espacio de @aB#&gunos trabajos sobre identificacion
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de volétiles en diferentes alimentos reportan tigsnge extraccion mas cortos al utilizado

en este trabajo. (5nfin*10 mir'® y 30mir*>%.

5.1.5 Efecto de la temperatura

La temperatura es un factor importante duranteadgso de extraccion. Se decididé hacer
extracciones aumentando la temperatura con el pitopde mejorar la eficacia del proceso.
Se realizaron extracciones a 30 y 40 °C ya quesiseraba que al aumentar la temperatura
aumentara la cantidad de analito extraido. En H&®E@ElI aumentar la temperatura
aumenta la concentracion de los analitos en ecesgda cabeza por lo que la extraccion es
también mas rapida. Por otro lado, un aumento dertgeratura puede disminuir los
coeficientes de distribucion del analito entre lzestra y la fibra por lo que la eficacia de la
extraccion se puede ver afectada negativament&iduga 15 muestra un cromatégrama

representativo de los analitos extraidos a 30°@ paa muestra de fresa.
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Figura 15. Cromatdégrama de compuestos extraidosaenuestra de fresa a una
temperatura constate de 30°C.

La Figura 16 muestra el cromatograma para una misuestra de fresa pero realizando la

extraccion a una temperatura constante de 40°C.
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Figura 16. Cromatograma de compuestos extraidosaenuestra de fresa a una
temperatura constate de 40°C.

Un incremento a la temperatura de 10° C no modiflemasiado los picos de los

compuestos extraidos. El cromatograma compardtigui@ 17) ejemplifica esta situacion.
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Figura 17. Cromatdégramas sobrepuestos para exirsscrealizadas a 30 y 40 °C.
Para ilustrar el efecto de la temperatura la Fig@&auestra las areas de 6 compuestos de

los cromatogramas anteriores (Figuras 15 y 16 Baide estos siete compuestos (linalol,
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1-hexanol y +-trans-nerolidol) el area es un poeyan si se realiza la extraccion a 40°C, y
lo mismo pasa con el resto de los terpenos encw#rdientras que para el 2,5-dimetil-4-
metoxi-3(2H)-furanona, hexil éster de acido aceticel metil éster del acido hexanoico la

extraccion es mejor si se realiza a 30°C.

4, 50E+07
4 00E+07
3,50E+07 —
3,00E+07 -
2,50E+07
2,00E+07 |
1,50E+07 +
1,00E+07 +
5,00E+06 4]
0,00E+00-

Area

Metil éster de Metil éster de 2,5-dimetil-4- Linalol +Trans- 1-Hexanol Etil éster de
acido acido metoxi-3(2H)- Nerolidol acido
hexanoico  octanoico furanona butanoico

BTamb BO30°C 0O40°C
Figura 18. En color amarillo se muestran las arpasa extracciones realizadas a

temperatura ambiente (21 °C). De color azul se strae las areas de diferentes
compuestos extraidos a 30°C , mientras que en oadl@nja se muestran las areas de
diferentes compuestos extraidos a 40°C. Todasxaaceiones fueron hechas para una
misma muestra de fresa.

Al encontrar que al aumentar la temperatura seeinentaba la extraccion de algunos de

los compuestos y la de otros disminuye, se detigliér a cabo la extraccion a temperatura

ambiente ya que las fresas se consumen a estar&gurpe

5.1.6 Efecto de la adicion de sal
Para observar el efecto de adicion de NaCl la Big9rmuestra al compuesto linalol y sus
areas cuando a la solucidon a extraer se le adicinréiferentes concentraciones de sal con

respecto a su punto de saturacién en agua.
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Figura 19. Gréfica comparativa donde se muestrarailaas correspondientes al linalol a
diferentes porcentajes de NaCl necesarios paeduaagion de la solucion.

Para este caso en particular la adicion de NaCeatarcasi de manera lineal, el area en los
picos cromatograficos. Se ilustra los efectos tatnartomo referencia al linalol ya que se
trata de un terpeno, estos grupos de compuestemntigna relevancia especial ya que son
representativos del aroma, no solo en las fregas,también de otras frutas y diferentes
plantas. Como se describe mas adelante este compuesulto ser de los mas
representativos ya que se encontré en todas lastrasig en gran cantidad.

Al igual que en el inciso anterior la Figura 20 st los cromatogramas acoplados para

los compuestos extraidos con y sin adicion de sal.

AlISOuuandcdance

W CS O NLACTL
S OOOOO Tl 00> NI AaAcCc

A= OO0 ‘
= OOOOO |
=Sa= 0000
BOOOO0OO
=4 —lelelelel

=2 OO0OO0OO0OO0

A SOO0OO0O0

A OO

SOOOO|

L

AU“A‘ ‘}A:‘A“tl ﬂ“

-

i

Figura 20. MEFS-HS de fresa. En verde se muestsaecdmpuestos extraidos con 100 %
de NaCl y en negro los extraidos de NaCl.
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La adicion de sal puede tener un efecto positiviegativo en la extraccion, segun sea la
naturaleza de los compuestos, debido a que nceexinst cantidad de sal con la cual se
tenga un maximo rendimiento para todos los compaeste decidié trabajar con una

saturacion del 100% de NaCl en la solucidn ya queemto considerablemente la

extraccion en la mayoria de los compuestos. Cont@ seencionado la presencia de NacCl
aumenta el coeficiente de distribucion de los #&wmlpresentes en la disolucién lo que
facilita el transporte de estos hacia la fibra. &mbargo, si los analitos estan en forma
ionizada, se observa una disminucion de la eficdeida extraccion. Esto se debe al
aumento del coeficiente de actividad de las espégigcas al aumentar la fuerza ionica de
la solucion. Para este trabajo se decidi6 tralzjaionando 1.07 g de NaCl que como se

menciond es el punto de saturacién en agua patag20 °C.

5.2 Procedimiento seleccionado
Basado en los resultados obtenidos, las siguientadiciones fueron seleccionadas para el
andlisis de volétiles y semivolétiles en las masstle fresas.

¢ 60 minutos de extraccion

e Temperatura ambiente

e Agitacion con barra magnética (1400 rpm)

e Adicion de 1.07 g de NaCl

* Fibra PDMS/DVB
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El procedimiento propuesto fue el siguiente:

Tomar una alicuota de 3 mL de jugo de fresa edntir en un
vial junto con la barra magnética y 1.07 g de N&ellar con
teflon y cerrar.

l

Agitacion a 1400 rpm y esperar 5 minutos para Hegaun
equilibrio de los analitos entre la muestra y ebeso de cabeza.

l

Insertar el holder en el tapén con septum horadabajar la
fibra para que quede expuesta en el espacio deadbeante 60
minutos.

l

[ Retraer la fibra e insertar en el CG para desatbente 10 }

minutos.

5.3 Identificacion

Mediante CG-EM se identificaron un total de 77 caegios volatiles, entre los que
destacan ésteres (34), terpenos (14), alcoholesdidos (5), compuestos sulfurados (3),
cetonas (3), furanos (2) y aldehidos (2).

Para poder distinguir mejor los compuestos obtendio la extraccion de volatiles en las
muestras de fresa, en la Tabla 9 presenta los wEstgs identificados ordenados de

acuerdo a los principales grupos funcionales.
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Tabla 9. Compuestos identificados en el andlisiasleuatro muestras de fresa por MEFS-
CG-EM. (e = identificado, -- = no identificado).

PM Compuesto Muestra
1 2 3 4

ACIDOS CARBOXILICOS

102 Acido 2-metil-butanoico ° - - -

102 Acido pentanoico - - - o

116 Acido hexanoico ° . . .

130 Acido heptanoico - - - o

130 Acido 2-metil-hexanoico ° - - -

ALCOHOLES

6 100 (E)-2-Hexen-1-ol - - o .

7 101 2-Metil-1-Penten-3-ol, -- - -

8 102 Hexanol °

9 102 3-Metil-1-pentanol ° - -

10 130 Octanol ° - .
[ ] — -
[ ]

b wWNBEF

11 144 Nonanol
12 210 E-11,13-Tetradecadien-1-ol

ALDEHIDOS
13 98 (E)-2-Hexenal - o .
14 142 Nonanal ° N -
CETONAS
15 128 2-Octanona o
16 142 2-Nonanona ° - -
17 142 4,5-Octanodiona - -- .
FURANOS

18 142 2,5-Dimetil-4-metoxi-3(2H)-furanona e o o o

19 170 5-Hexildihidro-2(3H)-furanona --
ESTERES ETILICOS

20 116 Etil éster de acido butanoico

21 129 1-Metil etil éster de acido butanoico

22 130 Etil éster de acido pentanoico

23 130 1-Metil etil éster de acido butanoico

24 131 3-Metil etil éster de acido butanoico

25 142 Etil éster de acido 2-hexenoico

26 144 Etil éster de acido hexanoico

27 150 Etil éster de acido benzoico

28 158 1-Metiletil éster de acido hexanoico

29 172 Etil éster de acido octanoico

30 200 Etil éster de acido decanoico
ESTERES METILICOS

31 102 Metil éster de acido butanoico . . . o

32 130 2,2-Dimetil metil éster acido butanoico -- -

33 130 Metil éster de acido hexanoico . . . .

53



34
35

36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53

54
55
56

57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70

71
72
73
74

150
158

100
116
130
130
142
142
144
144
164
170
170
172
172
176
200
200
202
214

88
120
134

136
136
136
151
152
154
154
154
154
170
170
204
204
222

84
92
112
130

Fenilmetil éster de acido acético
Metil éster de acido octanoico .
OTROS ESTERES

2-Propenil éster de acido acético
Butil éster de acido acético .
2-Metilpropil éster de acido butanoico --
Pentil éster de acido acetico
(E)-2-Hexen-1-ol acetato
(2)-3-Hexen-1-ol acetato
Butil éster de acido butanoico
Hexil éster de acido acético
2-Feniletil éster de acido acético
(E)-2-Hexenil éster de acido butanoico--
(2)-3-Hexenil éster de acido butanoico--
Hexil éster de acido butanoico .
Octil éster de acido acético
2-Propen-1-ol,3-fenil acetato
2-Metil-octil éster de acido propanoico --
Octil éster de acido butanoico .
Etano-1,1-diol dibutanoato
2-Metil-octil éster de acido butanoico

SULFURADOS
Metilito-2-propeno
3(Metiltio),acido propanoico
3(Metiltio) metil éster de acido -
propanoico

TERPENOS
Ciclofenchene
D-Limoneno
Isoterpinoleno
Biciclo hept-4-en-3-ol, 3,7,7-trimetil
Trans-Oxido- limoneno
Eucaliptol -
Linalol .
a-Terpineol
Terpinen-4-ol
Cis- Oxido- Linalol
Trans- Oxido- Linalol
(2)-B-Farneseno -
a-Muroleno .
+-Trans-Nerolidol .
OTROS COMPUESTOS

Diclorometano
Tolueno .
Ciclopropano pentil
1-Butanal,3-metil acetato
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75 146 2-Butoxi-etil acetato -- -- - °
76 158 Acido butanoico anhidro - - - .
77 214 Acido hexanoico anhidro - - - o

Las cuatro muestras analizadas difieren bastanwuanto a composicion de volatiles y
semivolatiles encontrados, ya que de los 77 conpsiesolo 14 se identificaron como
comunes en todas las muestras (Tabla 10). Cabacdesjue se trata de 1 &cido, 2

terpenos, 10 ésteres y 1 furanona.

Tabla 10. Principales componentes volatiles y seldiles identificados

Compuestos identificados en las cuatro muestras

Acido hexanoico
2,5-Dimetil-4-metoxi-3(2H)-furanona
Etil éster de acido butanoico

1-Metil etil éster de acido butanoico
Etil éster de acido hexanoico

Metil éster de acido butanoico

Metil éster de acido hexanoico
Fenilmetil éster de acido acético
Metil éster de acido octanoico

10 Octil ester de acido butanoico

11 Etano-1,1-diol dibutanoato

12 (Z)-3-Hexen-1-ol acetato

13 Linalol

14 +-Trans-Nerolidol

OCO~NOUILA,WNPEF

La Figura 21 muestra los principales grupos de cmsips identificados para las cuatro
muestras de fresas, hay que destacar que la maletés compuestos son ésteres, estos
resultados son razonables ya que de acuerdo aiga@snes anteriores sobre compuestos
volatiles en fresas han mostrado que una lartmdis ésteres contribuyen al aroma de las
fresas, donde han sido usadas diferentes técnicasepestudio de fracciones volatiles en
diferentesvariedades de fresas, en los Ultimosi@® ae han identificado mas de 360

compuestos volatiles en diferentes variedadesesair’.
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O éacidos Oalcoholes Baldehidos
DOcetonas Eterpenos Désteres
@ sulfurado Ofuranos Ootros compuesti

Figura 21. Principales grupos de compuestos predordpd los ésteres como el grt
principal.

Sin embargo, a pesar de que varios compuestosid@amndsntificados y cuantcados en
diferentes estudios no todos identifican exactaenkrs mismos compuestos; su prese
y concentracion se ve alterada debido a variosfestcomo son la especie o0 variedac
fresa® ademéas hay que tomar en cuenta qufresa es un fruto r climatérico que

usualmente le toma alrededor de 30 dias para legramafio de maduracic

4,50E+07 B Metil éster de &cido butanoi
4,00E+07

3,50E+07
3,00E+07
2,50E+07
2,00E+07
1,50E+07
1,00E+07
5,00E+06 |
0,00E+00 -

BETolueno

OMetil éster de acido hexano

B2 5dimetil-4-metoxi-3(2H)-furanona

Area

O1-Hexanao

OHexil éster de acido acéti

DOButil éster de acido butanoi

Figura 22. Compuestos mayoritarios de la mues
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Este tiempo es altamente dependiente de factoreso ceon la luz, temperatura,
composicién del suelo y otras condiciones de afiiasi como la etapa de maduracién es
también un factor importante ya que mientras esiaza, varios componentes se degradan,
mientras que otros son formados al paso del tiempo.

En estos casos la degradacion permite el detedetoaroma original del producto,
permitiendo la formacion de volatiles propios deféamentacion de la fresa como lo

pueden ser acetaldehf8oetanot®, y acetato de etit8.

1,00E+08
9,00E+07
8,00E+07
7,00E+07
6,00E+07
5,00E+07
4,00E+07
3,00E+07
2,00E+07
1,00E+07 }—
0,00E+00 -

B Etil éster de 4cido butanoico

D Etil éster de &cido hexanoico

0O(E)-2-hexen-1-ol acetato
BLinalol

Area

@ Metil éster de acido hexanoico

B (Z)-3-hexen-1-ol acetato

B Metil éster de acido butanoico

Figura 23. Compuestos mayoritarios de la muestra 2.

Asi pues se puede decir que son varios los factpresnfluyen para que no siempre se
encuentren los mismos componentes volatiles; laraleza y la composicion de un aroma
asociado con una variedad definida dependera dmtalciones agrondmicas y climaticas,
ya que seran diferentes de una temporada a ofrglweso al variar el momento de la
cosecha en una misma temporada. Asi como tamb&nmitodos de extraccion y

preparacion de la muestra.
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8,00E+07
7,00E+07 .

D Etil éster de acido hexanoico
6,00E+07 O Metil éster de acido hexanoico
5,00E+07 ELinalol

© .

g 4 ,00E+07 B Etil éster de 4cido butanoico
3.00E+07 OHexil éster de &cido acético
2.00E+07 O(E)-2-Hexen-1-ol

B Tolueno
1,00E+07
0,00E+00

Figura 24. Compuestos mayoritarios de la muestra 3.

Varios autores difieren en los compuestos mas septativos del aroma en las fresas. Por
ejemplo; de acuerdo a Zabetdkid cual recopilo de diversos trabajos los commsest
extraidos de fresas mediante diferentes técniegsha serie de ésteres representativos del
aroma de las fresas, estos son metil éster de hatdooico (metil butanoato), etil éster de
acido butanoico (etil butanoato) y el etil ésterad@lo hexanoico (etil hexanoato). En este
trabajo estos tres compuestos fueron identificadoso mayoritarios en todas las muestras

analizadas (Figuras 22-25), aunque otros autocediam descrito estos compue&tos
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1,40E+08
1,20E+08
O Metil éster de acido hexanoico
1,00E+08 B Etil éster de &cido hexanoico
< 8,00E+07 B Metil éster de acido butanoico
o B Etil éster de acido butanoico
< 6,00E+07 B Linalol
4,00E+07 B2 5-dimetil-4-metoxi-3(2H)-furanona
B Tolueno
2,00E+07 1| | |
0,00E+00

Figura 25. Los siete compuestos mayoritarios aedastra 4.

Ademas de los ésteres hay otros compuestos qeeagan como caracteristicos del aroma
de las fresas, Lars&rconsidera que debido a su alta concentraciorijl élexanoato junto
con linalol y 2,5-dimetil-4-hidroxi-2H-furan-3-on@MHF o también llamado Furaneol)
son los componentes mas importantes en lo quefieeera la contribucion de su aroma.
Este dltimo junto con el 2,5-dimetil-4-metoxi- 8{Rfuranona (Mesifuran), son
considerados como los mayores contribuyentes atanelas fresdd ° El olor de esta
furanona (DMHF) ha sido descrita como caramelocealwy afrutado tipo pifia. En
soluciones diluidas exhibe el sabor tipico de Bdsascas. Este compuesto fue descubierto
en las pifias, y posteriormente identificado enaseframbuesas, mangos, tomates y otras
frutas®

La deteccion y recuperacion del DMHF se ven afextaubr las condiciones de aislamiento
y métodos de deteccion. En los resultados de rediajo no se identifico en ninguna de las
muestras examinadas, esto se debe a la naturaezamdpuesto, ya que se trata de un

compuesto termolabil y aunque puede adsorbersa gbrh PDMS/DVB, al introducir la
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fibra por el puerto de inyeccidfel cromatégrafo de gases que esta a una temperatura de
250°C este se descompone y no fue posible ddtectar

En la composicion de volatiles en fresas se hantifimdo derivados del DMHF 183

gue también estan presentes como compuestos &sl&stos son: 2,5-dimetil-4-hidroxi-
2H-furan-3-ona-glucosido (DMHF glucosido), 2,5-diihé-metoxi-2H-furan-3-ona
(mesifuran) y 2,5-dimetil-4-hidroxi-2H-furan-3-o1&&-O-malonil-glucosido. De estos tres
compuestos solo el Mesifuran fue encontrado enesstelio, aunque solo en las muestras 1

y 2. Asimismo se encontré el compuesto 5-hexildid2{3H)-furanona que debido a su

estructura también podria ser un derivado del DMHF.

A pesar del gran valor comercial y su importancme saborizante, ya que es usado en la
industria en muchos productos manufacturados Jabsa, la biosintesis del DMHF es
desconocidd® Algunas investigacionfs se enfocan en investigar bacterias como
Methylobacterium extorquenscélulas de fresa a fin de destacar el papehsidacterias
en la sintesis de DMHF, aungue se piensa en umadgyon enzimatica de azucares como
D-glucosa y D-fructosa como la ruta mas probable faenacion natural de estos
compuestos. Esto puede dar pie a posibles a aplieEcen el campo de la biotecnologia
para la produccion de DMHF, ya que la mayoria deskbores artificiales que se producen

son producidos via sintesis quimica.

El linalol es otro de los compuestos importanteglearoma de las fresas, este terpeno de

esencia floral es considerado como contribuyensgaha fresco de las fre§asDe todos

los terpenos identificados, el linalol es por muoblo que se encuentra en mayor
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concentracion (Figura 26). Este compuesto no ekigixo de la planta de fresa ni de su

fruto ya que se encuentra en diferentes plantas.

Linalol y nerolidol son los Unicos terpenos queidentificaron en todas las muestras,

Attaway et &> °°

sugieren que algunos terpenos como el nerolidabreno,o-terpineol y
terpinen-4-ol, (Otros terpenos comepineno, B-pineno, mirceno y ocimeno también se
mencionan, pero estos ultimos no fueron detectadlosel presente trabajo) pueden

derivarse del linalol o teniendo a este como inéghiario. Aunque 4-terpineol w-

terpineol, han sido producidos por la oxidacionlsebnend”

El nerolidol es un sesquiterperno aciclico, mematto como de los de mayor relevancia;
se encuentra como componente de muchos aceitesiadserny es usado como base de
muchas fragancias de tipo floral. Este sesquiterpssm menciona como poseedor de
propiedades antibacteriales, antifungicas y araitca8® © aunque no es el Unico

compuesto mencionado con estas propiedades, ysoguearios los compuestos volatiles
presentes en la fresa que han sido descritos tas @®piedades, como: 2-nonanona y (2)-
3-hexen-1-ol, 1-octanol, 1-hexanol, (E)-2-hexéstler de acido butanoico, (E)-2-hexenal y

(E)-2-hexen-1-ol ( este ultimo se menciona como praducto derivado del (E)-2-

hexenal}® ™ "
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Figura 26. Terpenos identificados en las cuatrostnas.

Como cualquier fruta, las fresas presentan unaobima inicial, la cual segun su
naturaleza y cantidad puede implicar una prolordganiayor o menor de su vida til. Los
hongos Botrytis cinereay Phytophthora cactorunse presentan como los principales
hongos que atacan el cultivo de frésg

La mayoria de los frutos recién recolectados seistentes a contaminaciones fungicas,
pero durante su maduracion y senescencia se vuelasrsusceptibles a infecciones. Esto

es porque el hongo permanece en su estado latasta kalcanzar las condiciones
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atmosféricas adecuadas para generar esporas ydgexterollarse cuando el fruto alcanza
su madurez, puesto que el mayor grado de detdaoiida su infeccion y expansion.
Normalmente para evitar el desarrollo antifangsm toman una serie de medidas como el
almacenamiento a bajas temperaturas y las atmésferadificadas, pero pocas
investigaciones se han realizado para probar¢a@é de compuestos volatiles propios del
aroma de la fresa con capacidad antifungica. Bstaeisante propiedad puede ser estudiada
tomando como referencia los compuestos volatilestificados y verificar si alguno
cumple con los requerimientos de baja toxicidagh basto, efectividad ante el desarrollo
de hongos y que no modifique las caracteristicasfrdeo. Asi pues alguno de estos
compuestos volatiles propios del aroma de las grpsaria ser usado como funguicida o

como preventivo al desarrollo de hongos.

Otros grupos de compuestos volatiles que tambémifuidentificados como el caso de los
alcoholes, aunque los alcoholes tienen propiedewjesrtantes son pocos los que se han
identificado y no contribuyen significativamenteadr de las fresas, con excepcion del
linalol, que aunque se clasific6 como terpeno, témbpuede ser visto como un
monoterpeno alcohdlico. Este esta presente en ggazahtidades en algunas variedades y
posee un intenso y agradable olor herbal. Otrospoestos como el hexenal, 2-hexenal,
cis-3-hexen-1-ol, octanal, nonanal y trans 2- ateéambien son responsables de notas
herbales en la fresa aunque no se encuentra presengrandes cantidades. Los &cidos
generalmente tienen valores bajos de umbral, giiem pequefio impacto en el olor de las
fresas.

Como se ha mencionado el presente estudio tienelgetivo principal determinar los

compuestos volatiles y semivolatiles encontradoslitsrentes muestras de fresas usando
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MEFS-CG-EM. Esto permitird la posibilidad de comocuales son los componentes que
contribuyen al aroma de las fresas, ademas de peopas condiciones para una mejor
extraccion de estos.

Esta técnica también pudiera aplicarse para aimes f/a que es bien conocido que muchas
bacterias emiten compuestos volatiles durante sard#lo y por lo tanto se puede
considerar conveniente examinar los compuestosupidos por patégenogscherichia
coli O157:H7 es un buen ejemplo de patégenos que puksamrollarse en la fresa, este
microorganismo representa una amenaza potenciallpaalud humana, ya que su &cido-
tolerancia le permite moverse dentro alimentosvddos de plantas. El peligro se deriva
debido a que es una de las frutas mas consumidpaises desarrollados y por lo general
se comen crudas. Entonces pudieran examinarsenatisméonde pudiera desarrollarse esta
bacteria, producir su crecimiento y detectar simetroorganismo emite compuestos

volatiles.

5.4 Adicién de desinfectante

Debido a la necesidad de desinfectar las frutasrgwas que van a ser consumidas en
fresco es necesario el uso de desinfectantes, aumje el uso de estos se ha notado
pérdidas en sus propiedades sensoriales. Se oredlestudio de una muestra de fresa sin

sanitizante para identificar los compuestos exts(igigura 27).
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Figura 27. Cromatograma correspondiente a los cestps extraidos por MEFS bajo las
condiciones optimas sefialadas anteriormente. baadrutilizadas son las correspondientes
a la muestra 1 provenientes de California.

Posteriormente con el mismo tipo de muestra sadsgjuprocedimiento indicado por los
fabricantes de Microdyn para la desinfeccion dasgtse procedié a estrujar, extraer el
jugo, realizar el proceso de extraccion e ideradién de volatiles y semivolatiles por

MEFS-CG-EM. Obteniéndose los cromatégramas correlipotes (Figura 28).

Abundance
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Figura 28. Cromatograma correspondiente a los cesips extraidos por MEFS bajo las
condiciones optimas sefialadas anteriormente. kaadrutilizadas son las correspondientes
a la muestra 1.
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Al comparar ambos cromatégramas a simple vistairdig) 26 y 27) pareceria que los

compuestos extraidos en las fresas desinfectadaslifgrentes a los de la muestra sin

desinfectar, pero el analisis realizado a los p®sambos cromatogramas utilizando el

programa del equipo de espectrometria de masafrgque se obtienen los mismos

compuestos en ambos casos. La Tabla 11 muestoéaelde compuestos encontrados en

ambas muestras.

Tabla 11. Total de compuestos extraidos con ydioidm de desinfectante.

Compuestos
1 Acido 2-metil-butanoico 24  Metil éster de acidaanoico
2 Acido hexanoico 25 Metil éster de acido hexanoico
3 Acido 2-metil-hexanoico 26  Fenilmetil éster delaacético
4 Hexanol 27 Metil éster de acido octanoico
5 3-Metil-1-pentanol 28 Buitil éster de acido aagtic
6 Octanol 29 (E)-2-Hexen-1-ol acetato
7 Nonanol 30 (Z)-3-Hexen-1-ol acetato
8 E-11,13-Tetradecadien-1-ol 31 Butil éster de@bidtanoico
9 Nonanal 32 Hexil éster de acido acético
10 2-Octanona 33 Hexil éster de acido butanoico
11  2-Nonanona 34 Octil éster de acido acético
12 2,5-Dimetil-4-metoxi-3(2H)-furanon 35 2-Propeini]3-fenil acetato
13 Etil éster de &cido butanoico 36 Octil esteacido butanoico
14  1-Metil etil éster de acido butanoico 37 Etdnb-diol dibutanoato
15  Etil éster de acido pentanoico 38 Ciclofenchene
16  1-Metil etil éster de acido butanoico 39 D-Lmeao
17  3-Metil etil éster de &cido butanoico 40 Ispiteoleno
18  Etil éster de acido 2-hexenoico 41 Biciclo hémn-3-ol, 3,7,7-trimetil
19  Etil éster de 4cido hexanoico 42 Linalol
20  Etil éster de acido benzoico 43-Muroleno
21  1-Metiletil éster de acido hexanoico 44  +-Tralesolidol
22  Etil éster de acido octanoico 45 Diclorometano
23  Etil éster de acido decanoico 46 Tolueno

Los picos obtenidos en el cromatograma correspotelee las fresas desinfectadas (Figura

28) son todos mas pequefios que los de la muestdesinfectante. Lo pensado es que el
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fruto absorbié agua, obteniéndose un jugo masddilaunque también pudiera ser que
parte de los compuestos se hayan quedado en etlagaaojo.

Lo que dejo claro el andlisis en el EM es que lmida del desinfectante no altera la
composicion por Io menos en lo que se refiere athes y semivolatiles, aunque el area de

los picos resulta ser menor.

5.5 Andlisis cuantitativo

De los compuestos identificados en las diferentegstnas en estudio se procedidé a
cuantificar los compuestos mayoritarios; los cuateglentificaron en todas las muestras.
Los compuestos mayoritarios fueron 2 Terpenos t2rEs: Linalol, Nerolidol, Etil éster

de acido hexanoico y Metil éster de &cido hexanoico
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Tabla 12. Concentracién (pg').de los compuestos mayoritarios en fresas (n=3).

Muestr: Concentracio % C.V
(ug LY
1 19.6+ 1.40 7.1¢
2 152+ 10.5 6.8¢
Linalol 3 281+ 15.6 5.5¢
4 216 +13.0 6.2(
1 2.65 +0.225 8.4¢
2 13.1 +0.721 5.91
Nerolidol 3 22.8+0.704 3.0¢
4 20.6 + 0.548 2.6¢€
1 6.02 + 0.356 5.91
2 247 + 236 9.5¢
Etil éster de acido hexanoico 3 245+ 23.2 9.4¢
4 313+ 14.7 4.6¢
1 135+ 2.65 1.9¢
2 238+ 1.16 0.4¢
Metil éster de acido hexanoico 3 192+ 1.16 0.6(
4 671+ 13.6 2.0z

5.5.1 Linealidad del método

Para estimar la bondad con que se ajustan los puexperimentales en la recta de
calibracion, se evalud la linealidad del métodoapas cuatro compuestos cuantificados.
Debido a la diferencia en concentracion que serdgram@n en las muestras en el caso del

Linalol y Etil éster de acido hexanoico se reabrados rectas de calibracion de diferente
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intervalo de concentracion. Para Nerolidol y Méster de acido hexanoico se realiz6 solo
una curva de calibracion.

Los intervalos de concentracion se muestran emaldaTl3 asi como los coeficientes de
correlacién correspondientes que en todos los a@sobtuvo una® 0.9900 (ver rectas de
calibracion en el Anexo), lo cual indica que exigta relacidn lineal entre la sefial analitica

y la concentracion.

Tabla 13. Linealidad del método para los compuestastificados (n=3).

Compuesto Concentracion  r* Pendiente  Intercepto
(g L)
Linalol 10-90 0.9989 229405 -847077

100 - 500 0.9996 132460 5315767
Nerolidol 1-35 0.9934 104386 -192445
Etil éster de acido hexanoico 1-9 0.9997 141182 42790

50 - 450 0.9915 26645 1342978

Metil éster de acido hexanoico 50 -800 0.9925 152929 16693318

La Tabla 13 muestra que para todos los compuestasbtvo satisfactoriamente una
respuesta lineal dentro de los intervalos de cdreatn sefialados para el total de rectas

de calibracion.

5.5.2 Limites de deteccion y cuantificacion

Los limites de deteccion (LD) y cuantificacion (L€) determinaron mediante la recta de

regresion para la calibracion en cada compuestobfeo la desviacion estandar (DE) de
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la concentracibn mas pequefia de cada recta pasaccawpuesto y con estos datos se

calcul6 el LD (3 DE) y LC (10DE).

Tabla 14. Limites de deteccion y cuantificacior=3h

Compuesto Concentracién % CV LD LC
(ug L (glh)  (uglh  @glh
Linalol 10+ 0.555 6.82 1.67 5.55
Nerolidol 1.0+ 0.0115 0.525 0.0345 0.115
Etil éster de acido hexanoico 100.0881 7.16 0.264 0.881
Metil éster de acido hexanoico 56.76 6.05 20.3 67.6

5.5.3 Cuantificacion de compuestos mayoritarios

En la Tabla 12 se muestran los resultados de latiicaron de los compuestos
mayoritarios de las muestras en estudio. La cueetibn se realizé por triplicado para
cada muestra obteniéndose un %CV < 10 en todasabuss.

Estos resultados muestran que el Linalol fue petes mayoritario en todas las muestras en
estudio y que la muestra 3 contiene la mayor cdregon de los dos terpenos
cuantificados. Con respecto a los ésteres la nauégiresentd la mayor concentracion tanto
del Metil éster de acido hexanoico como del Etiééde acido hexanoico.

De las 4 muestras de diferentes fresas que sezamalj la muestra 1 se percibié menos
aromética que las otras muestras; coincidiendogoenes la mas baja en concentracion de
los compuestos mayoritarios. Por otro lado la nmae8t se identific6 como la mas
aromética y coincide que es la que mayor concedtrade terpenos contiene.
Probablemente la concentracion de terpenos infhigsificativamente en el aroma; sin
embargo, para poder asegurar esto se tendria qlizarepruebas sensoriales con los
compuestos mayoritarios y un estudio mas extensargluyera fresas de otras regiones y

controlar otras variables.
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6 CONCLUSIONES

Se desarroll6 un método por microextraccion en $diela seguida de cromatografia de
gases-espectrometria de masas para la identificagci@uantificacion de compuestos
volatiles y semivolétiles en cuatro diferentes nmassde fresa procedentes de diferentes

lugares.

La MEFSes una técnica analitica eficiente, dirembatan costosa y que no requiere el uso
de disolventes para extraer rapidamente los conmpesiequimicos voléatiles de las

variedades de fresa.

Se identificaron un total de 77 compuestos vastientre los que destacan ésteres (34) y
terpenos (14). Del total solo 14 se presentaronoceomunes en todas las muestras,
tratAndose estos de 1 acido, 2 terpenos, 10 esterdaranona. Debido a estos se puede
decir que el perfil de compuestos volatiles esrdifee para cada muestra. Aunque puede
mencionarse a los siguientes compuestos como losigales componentes del aroma
entre las fresas analizadas: linalol, etil ésteradelo butanoico, etil éster de acido
hexanoico, metil éster de acido butanoico, metiéréde acido hexanoico y 2,5-dimetil-4-
metoxi-3(2H)-furanona por ser los componentes m&ys y encontrarse en todas las

muestras.

El analisis en el EM demuestra que la adiciéon dsirdectante no altera la composicion de

componentes volatiles y semivolatiles, aunqueesd de los picos resulta ser menor.
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Con respecto a la cuantificacion la muestra 3 ptésmayor concentracion de linalol y
nerolidol siendo las concentraciones 2815.6y 22.8 +0.704 pug L respectivamente,
mientras que la muestra 4 presento mayor concéinrdeetil éster de acido hexanoico y
metil éster de acido hexanoicoobteniéndose 31347y 671 +136 ung L

respectivamente.

La linealidad del método fue buena ya que preseal@res superiores £<0.9915. La

precision del método también fue buena ya que pteselores de coeficiente de variacion

menores al 10%.
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7  ANEXO

TABLA Al.- Especificaciones de tamafio

Tamafo Intervalo de diametro ecuatorial (cm)
A 3.2 De Mayor
B 2.6 a 3.1
C 2.0 a 2.6
D 1.6 a 1.9

TABLA A2.- Descripcion de los diferentes estadesndaduracion de la fresa a través de
los colores
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Las figuras A1-A6 muestran las curvas de calibraeidsoluta para la cuantificacion de
compuestos mayoritarios.

Figura Al. Curva de calibracion absoluta para ldhglsus intervalos de concentracion
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Figura A2. Curva de calibracion absoluta para ldhglsus intervalos de concentracion.
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Figura A4. Curva de calibracion absoluta para Eatitico de acido hexanoico y sus intervalos de
concentracion.

Unidades de area

Ester etilico de acido hexanoico(A)
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Figura A5. Curva de calibracion absoluta para Eatitico de acido hexanoico y sus intervalos de
concentracion.
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Figura A6. Curva de calibracién absoluta para Bsitilico de acido hexanoico y sus intervalos
de concentracion.
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Tabla A3. Estructuras de los compuestos identifisagh el presente estudio.

ACIDOS CARBOXILICOS

Acido 2-metil-butanoico Acido pentanoico Acido hexanoico

OH o o

O
Acido heptanoico Acido 2-metil hexanoico
0 OH
OH
ALCOHOLES
(E)-2-Hexen-1-ol 2-Metil-1-Penten-3-ol Hexanol
OH
3-Metil-1-pentanol Octanol Nonanol
/\(\,OH A~~~ OH
NSNSNOH

E-11,13-Tetradecadien-1-ol

e OH
ALDEHIDOS
(E)-2-Hexenal Nonanal
SN NSNS
CETONAS
2-Octanona 2-Nonanona 4,5-Octanodiona
(@]

/\/\/\’/o \/\/\/\fo \/Yk/\

O
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FURANOS

2,5-Dimetil-4-metoxi-3(2H)- 5-Hexildihidro-2(3H)-furanona
furanona
O
K O
(@)
\

ESTERES ETILICOS

Etil éster de acido butanoico 1-Metil etil éster de acido Etil éster de acido
butanoico pentanoico
~©
o)
1-Metil etil éster de &cido 3-Metil etil éster de &cido Etil éster de acido 2-
butanoico butanoico hexenoico
O O
AN J\ ~ T(Y \/OT(Q/\/
O O o)
Etil éster de acido hexanoico Etil éster de acido benzoicol-Metil etil éster de acido
/ hexanoico

(@]
o/\ \/\/\ﬂ/ Y
(@]
Etil éster de acido octanoico Etil éster de acido decanoico

O
© 0

ESTERES METILICOS

Metil éster de acido butanoic@.2-Dimetil metil ester acido Metil éster de acido
butanoico hexanoico

O
MO - \_}_%O O~
o—

(@]



Fenilmetil éster de acido acético

~©
o)

OTROS ESTERES

Metil éster de acido
octanoico

‘/O\H/\/\/\/

o

2-Propenil éster de acido acético Butil éster de acido acético

O O
/\/ \f
Pentil éster de acido acetico
oﬁ/o\/\/\

Butil éster de acido butanoico
e}

/\)ko/\/\

(E)-2-Hexenil éster de &cido
butanoico

R A N
\/\g/

Octil éster de acido acético

NSNS OO0
11

Octil ester de acido butanoico

NN
\/\n,o
(@]

\/\/o\fo

(E)-2-hexen-1-ol acetato

Oﬁ/O\/\/\/

Hexil éster de acido acético
e}

/\/\/\O)J\
(2)-3-Hexenil éster de acido
butanoico

@)
2-Propen-1-ol, 3-fenil acetato

CAS

Etano-1,1-diol dibutanoato
J\ (@)
o) O}\/\

/(Qo

2-Metilpropil éster de acido
butanoico

WO\)\

(2)-3-hexen-1-ol acetato

R

2-Feniletil éster de acido
acético

O
oS

S

Hexil éster de acido butanoico

) \/\60\/\/\/

2-Metil-octil éster de acido
propanoico

VST
o

2-Metil-octil éster de acido
butanoico

o

i/\KkOW\/\
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SULFURADOS

Metiltio-2-propeno 3(Metilito) metil éster de  3(Metilito) acido propanoico
acido propanoico

e S\/\ 0O \['(\/S\ OWS\

O OH
TERPENOS
D-Limoneno Isoterpinoleno
Ciclofenchene £ [
Biciclo hept-4-en-3-ol, 3,7,7- Trans-Oxido- limoneno Eucaliptol
trimetil
O
HO
@)
N
Linalol a-Terpineol Terpinen-4-ol
| OH
OH HO
My
Cis Oxido- - Linalol Trans- Oxido- Linalol (2)-B-Farneseno
o) O
Y\/Q‘k MOH W
o —Muroleno +-Trans-Nerolidol

/C§ /&A)\ov\ﬁv/
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OTROS COMPUESTOS

Diclorometano Tolueno Ciclopropano pentil
CI\/CI [>_\_L
1-Butanal, 3-metil acetato 2-Butoxi-etil acetato Acido butanoico anhidro
o
o_0 e ¢ ©
ﬁ/\/ \f o
O O

Acido hexanoico anhidro

SSN O S~
O O
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