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RESUMEN

El mango contiene un gran numero de componentes de naturaleza quimica variada
que le proporcionan su aroma y sabor caracteristicos. En la literatura es poca la
informacion disponible sobre su composicion, a pesar de la importancia comercial de esta
fruta en el mundo (MacLeod y Pieris, 1984).

Como en la mayoria de las frutas, el mango contiene un porcentaje alto de agua lo
que dificulta la aplicacion de algunas de las técnicas analiticas.

En este trabajo se realizo el andlisis de mango manila (Mangifera indica L.)
extrayendo de esta fruta algunos de sus componentes por tres diferentes técnicas:

1. Arrastre con vapor de agua y disolventes.
2. Analisis del vapor confinado (Head-Space).
3. Fluidos superecriticos.

Los extractos obtenidos se analizaron por Cromatografia de gases y con el sistema
acoplado Cromatografia de gases - Espectrometria de masas. Con la primera técnica de
extraccion se obtuvo un extracto en el que predominan los hidrocarburos lineales, la
identificacion se realiz6 por co-inyeccion de estandares.

Con la segunda técnica se extrajeron compuestos de presion de vapor alta
(volatiles). Utilizando el sistema acoplado Head/Space-Cromatografia de Gases-
Espectrometria de Masas se identificaron algunos terpenos, a los cuales se les asigna el
aroma del mango.

Con la ultima técnica se utilizaron diferentes condiciones de presion, 100, 200 y
300 atmosferas. A 100 atm. se extraen en mayor ntimero compuestos volatiles y algunos
semi-volatiles, a 200 atm. la proporcién de semi-volatiles es mayor, este efecto se acentua
a 300 atm. Algunos compuestos se extraen con mas de una de las técnicas y condiciones
estudiadas.

La preparacion de la muestra requirié de un tratamiento especial para evitar la
pérdida de material volatil. Sin embargo, se lograron extraer e identificar cuarenta y cinco
compuestos en el mango manila.



1. INTRODUCCION

Los aceites 'volatiles también conocidos como aceites etéreos, aceites esenciales o
esencias, porque se creyd que por su olor y sabor en ellos se concentraba la quinta-
esencia de las plantas. A pesar de su aspecto oleoso difieren en composicion y en
propiedades de los 4cidos grasos y de los aceites minerales.

Una definicién precisa de los aceites volatiles no es posible. Sin embargo, para
fines practicos pueden ser definidos como cuerpos odoriferos de naturaleza oleosa,
obtenidos casi exclusivamente de fuentes vegetales, generalmente liquidos a las
temperaturas ordinarias y volatiles sin descomposicion.

La funcién del aceite esencial en la planta no se conoce bien. Quiza los olores de
las flores atraen o repelen a ciertos insectos y asi ayudan a la seleccion natural. Los
aceites de las raices, del lefio y de las hojas tal vez les protegen de plantas parasitas y
contra las depredaciones de los animales. Las exudaciones oleorresinosas formadas
cuando se hiere el tronco de un arbol parecen actuar como obturacion protectora contra
enfermedades y pardsitos y para evitar la pérdida de savia. Se han propuesto otras
explicaciones de la funcién de los aceites esenciales, pero hasta ahora ninguna es
completamente satisfactoria. Entre el gran nimero de especies vegetales conocidas son
pocas las que producen aceites volatiles y solamente de 150 a 200 especies se explotan
para la produccién industrial de estos aceites. Muchos de ellos habitan en zonas
geograficas remotas, en condiciones excepcionalmente primitivas; pero el hombre
civilizado ha demandado desde hace tiempo sus preciosos productos. En siglos pasados
algunos se usaron como productos medicinales, otros para inciensos y perfumes, y cierto
numero de ellos como saborizantes (Kirk-Othmer, 1962).

Los aceites esenciales han sido conocidos por el género humano hace cientos de
afios, desde las dinastias de los faraones egipcios y por los antiguos griegos. Desde
entonces, la preparacion de los principios del aroma de plantas ha sido una ocupacién
importante y en la actualidad se desarrolla a nivel industrial, siendo generalmente
obtenidos por destilacion, y atun cuando ocurren cambios quimicos internos durante el
aislamiento estos no tienen importancia debido a que juegan una parte esencial en
producir el acostumbrado olory sabor del aceite. Otra gran aplicacion de los aceites
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esenciales son las fragancias, que son extractos de plantas combinados con disolventes,
polimeros o productos sintéticos (Motto, 1987).

La evaluacion objetiva del aroma de un alimento por andlisis instrumental es uno
de los principales retos para el quimico dedicado al analisis de aromas, por lo que solo se
han obtenido resultados reales para algunos alimentos debido a la dificultad del problema.
Los aspectos importantes son: (1) aislar una mezcla representativa del aroma, y (2)
determinar la importancia de los diferentes compuestos en el aroma. Para estimar la
importancia de estos compuestos en el aroma es necesario realizar un gran numero de
comparaciones entre el analisis sensorial y el andlisis quimico.

En las plantas los aceites esenciales se encuentran en estructuras especiales, tales
como fibras glandulares sobre la epidermis, tubos aceitosos en el pericarpio, o bien
aislados en células aceitosas en el tejido de la planta. Es evidente que la extraccion de los
aceites de la planta dependera de la estructura en la cual se encuentren y de la técnica de
extraccidn seleccionada. La extraccion con vapor de agua, con disolventes y del vapor
confinado son las técnicas mas frecuentemente usadas para este tipo de compuestos.

En el andlisis del mango la mayoria de los trabajos reportados son aquellos en los
que el interés es conocer los componentes del fruto, observar las diferencias entre las
variedades y en algunas ocasiones realizar estudios sobre su madurez.

El presente trabajo tiene como objetivo utilizar diferentes técnicas de extraccion
en el analisis del mango manila, identificar el mayor nimero de sus compuestosy
comparar las ventajas y desventajas que presenta cada técnica.



2. GENERALIDADES

2.1. Mango

El mango (Mangifera indica L.) de la familia de las anacardéaceas, es una de las
frutas tropicales mds importante y mas conocida debido a su agradable aroma y sabor.

Se cultiva desde hace siglos en la India y ha emigrado a otros paises. Fué traido
por los portugueses cultivandose por primera vez en Brasil, actualmente se cultiva en toda
la América tropical y subtropical, desde el sur de Florida hasta Brasil (Direccién general
de politica agricola, 1991).

Las actuales variedades comerciales de mango provienen de tres grandes grupos o
tipos:

1. Los “poliembridnicos” de pulpa fibrosa, desarrollados en las Indias Occidentales y
Sudamérica; que se encuentran diseminados en todo el mundo.

2. Los también “poliembrioénicos” que se originaron en la antigua Indochina y las
Filipinas, con pulpa dulce y sin fibras.

3. Los originados en la India, con pulpa sin fibra y buenas caracteristicas para su
almacenamiento, son comercialmente las mas importantes en el mundo.

La producciéon de mango se inicia en México a principios del siglo XIX,
procedente de las Antillas Britanicas, y las plantaciones de esta especie se difundieron
rapidamente por todas las regiones de clima célido y semicalido del pais (Banco Nacional
de Comercio Exterior, 1988). En la actualidad existen numerosas variedades de este fruto
(MacLeod y Snyder, 1985), haciendo de esta manera dificil e interesante su estudio, ya
que cada fruto tiene un aroma caracteristico de la region de que procede (MacLeod y col.,
1988).

En Meéxico el mango es una de las plantas tropicales de mayor importancia y
ocupa entre los productores mundiales el quinto lugar.

El mango que se cultiva en México pertenece a tres clases: manila, que representa
un 50% de la produccidn; mangos de tipo criollo de importancia local, que ocupan un
25% y el 25% restante constituido por variedades de Florida como “Haden”, “Irwin”,
“Tomy Atkins”, “Sensation”, “Kent”, “Keitt” y “Zill”.



La produccion principal proviene del estado de Veracruz con el 40% del total de
la produccién nacional para el afio de 1978, cosechandose en esa entidad las variedades
de manila y criollo; le siguen en orden de importancia el estado de Chiapas con 14.8%,
produciéndose las mismas variedades; el tercer lugar es el ocupado por el estado de
Oaxaca, con una participacion del 10.3%. Es importante mencionar que el estado de
Sinaloa participa con un 8.7% de la produccion total y un alto porcentaje de esta cosecha
es destinada hacia la exportacion.

Como se puede observar estos cuatro estados contribuyen con el 73.8% de la
produccion nacional y el 26.2% restante se distribuye entre los estados de: Jalisco,
Guerrero, Colima, Michoacan, San Luis Potosi, Campeche, Tamaulipas y Morelos.

Figura 1. Principales zonas productoras de mango.

Existen plantaciones de mango en 24 de las 32 entidades federativas del pais, se
encuentran principalmente en las regiones costeras y en otras zonas bajas del interior del
pais cuyo clima es suficientemente célido y esta exento de heladas. Las plantaciones
importantes se encuentran al sur del tropico de Céancer, pues al norte de éste solo se
encuentran las grandes plantaciones del norte de Sinaloa y algunas pequefias de Sonora y
Chihuahua. Se desarrolla principalmente en suelos de textura areno-arcillosos bien
drenados, con temperaturas entre 21 y 27°C, empiezan a producir fruta de los 5 a los 7
afios y tienen un promedio de vida ttil de hasta 70 afios.

La fruta es de tamafio mediano (en promedio pesa entre 200 y 800 g), de cdscara
verde que cambia a amarillo o ligeramente roja cuando madura. La cascara no se
consume, lo comestible es la pulpa que envuelve a la semilla central (hueso). Su
contenido en azicares llega al 20%, presentando concentraciones notables en vitamina A,
C,Dy de complejo B. La fruta, que es dulce en la mayoria de las ocasiones se come



fresca, como postre en ensaladas y gelatinas; pero también se utiliza sin madurar en
conservas y jugos (MacLeod y De Troconis, 1982).

Los principales meses para la exportacion de este producto son los comprendidos
entre julio y agosto, época en que se presenta el mayor volumen de produccién de
las variedades mejoradas con calidad de exportacion en las principales entidades
productoras. En algunas regiones existe produccion temprana a partir del mes de abril, asi
como tardia que se prolonga hasta el mes de septiembre.

Las principales entidades productoras a nivel nacional que participan en las
exportaciones mexicanas son: Sinaloa, Guerrero, Nayarit, Jalisco, Colima, Michoacan,
San Luis Potosi y Tamaulipas.

El panorama de produccion nacional con respecto al mundial es alentador pero no
suficiente, se estima que México ocupo el tercer lugar en la producciéon mundial de dicho
producto durante 1981 y el quinto en 1988. Las exportaciones mexicanas se limitan
principalmente hacia Estados Unidos y Japon.

Las técnicas y métodos utilizados en el almacenamiento son deficientes, situacion
que propicia el desarrollo de plagas y enfermedades, elevando de esta forma el porcentaje
de pérdidas de una manera notable.

El transporte que comunmente se utiliza para el traslado de este producto es en
camiones de 8 a 15 ton. de capacidad, cubiertos con lonas lo cual se considera deficiente,
debido a que las cajas sufren dafios fisicos provocados por la presion que han de soportar,
ademas de que apresura la maduracion ocasionando grandes pérdidas a los productores
por concepto de mermas.

Solo existe una empresa dedicada a la industrializacién de mango en México, a
través de una empresa maquiladora que se encuentra ubicada en San Andrés Tuxtla,
Veracruz. A ésta se le destina el 14% de la produccion.

Para el proceso de industrializacion se tiene un desperdicio del 10 al 15% en peso,
por concepto de hueso y céscara, lo que significa que de una tonelada se desperdician de
100 a 150 Kg. y se aprovechan aproximadamente de 850 a 900 Kg. utilizados para
procesar mango en almibar, ademés de insumos tales como azuicar, conservadores,
productos enlatados, etc.

Para los productores de mango las plagas es uno de los problemas que mas han
influido para minimizar la produccién y calidad agricola. En el caso del mango existen,
entre otros, la mosca del Papaloapan, la mosca mexicana en el estado de Veracruz y la
escoba de bruja, que ataca la flor del mango en el estado de Oaxaca y que aun no ha sido
erradicada. Sin embargo, aunque existen plaguicidas efectivos estos son muy costosos
para el agricultor.

Un andlisis de la produccion y exportaciéon mexicana de mango asi como del
crecimiento de nuestra poblacién permite concluir que el consumo “per cépita” de esta
fruta en nuestro pais tiende al alza, igual que nuestras exportaciones. Sin embargo, ain
cuando esta informacion es alentadora no contempla el problema de abatimiento en la
productividad de la tierra, el cual se ve absorbido por el acelerado crecimiento de las
superficies de cultivo, que podria juzgarse en cierta medida de cadtico. Por el gran
atractivo que representa para el agricultor producir ésta bien pagada fruta, éste no se
preocupa en lograr el 6ptimo rendimiento de su parcela.



Esta fruta produce una cantidad relativamente pequefia de volatiles aromaticos, 60
ug/Kg de fruta fresca, mucho menos que lo obtenido para otras frutas (MacLeod y De
Troconis, 1982).

Los componentes que integran a este fruto son de naturaleza quimica variada,
abarcan un amplio intervalo de grupos funcionales y polaridades, por ejemplo:
hidrocarburos, terpenos, alcoholes, aldehidos, esteres, cetonas, 4dcidos, lactonas, etc.
(Idstein y Schreier, 1985).

Generalmente la calidad del mango se evalia con base en el contenido del
componente principal del aroma, que dependiendo de la variedad puede ser el 3-careno, el
cis-ocimeno o el B-mirceno (MacLeod y De Troconis, 1982; MacLeod y Snyder, 1985).
El conocer cuales son los componentes del mango, asi como la proporcion en que se
encuentran, es en algunos casos con el fin de comercializar diferentes productos con
aroma y sabor de esta fruta (MacLeod y Pieris, 1984).

2.2. Extraccion

La cantidad total del aroma en una matriz puede encontrarse en niveles de ppb
(milésima de parte por millén) y tener cientos de componentes, algunos de los cuales son
termoldbiles, de estructura quimica y grupos funcionales muy variados, diferente
volatilidad y peso molecular, sobre un intervalo de punto de ebullicion de 20 a 300°C y la
mayoria lipofilicos, por lo que es evidente la necesidad de utilizar diferentes métodos
para extraer los componentes del aroma en forma eficiente.

La extraccion es uno de los métodos de separacion mas ampliamente utilizados,
de gran ayuda al quimico analista. Elegir la técnica de extraccién adecuada, como primer
paso en la mayoria de los andlisis, es critico y puede influir significativamente en los
resultados obtenidos. Se debe considerar la matriz, los compuestos de interés y finalmente
llevar a cabo la extraccion (Gordon, 1990).

No todos los métodos de extraccion pueden ser utilizados por igual. Existe una
gran variedad, generalmente clasificados en métodos fisicos y quimicos (Fifield y Kealey,
1990).

2.2.1. Extraccion por arrastre con vapor (EAV)

La destilacion o extraccion con vapor de agua es un método para aislar y purificar
sustancias. Se utiliza en mezclas de liquidos que son completamente inmiscibles o en
liquidos que son miscibles en poca proporcion.

Esta técnica se utiliza para las sustancias que sufren descomposicién cuando se
destilan a presion atmosférica o cerca de su punto de ebullicion. Para evitar ésto, las
sustancias a purificar se mezclan con otra sustancia con la cual sean inmiscibles de tal
forma que co-destilen a una temperatura de ebullicién menor a la de descomposicion. Si



esta segunda sustancia es agua la extraccidn con vapor a presion atmosférica del
compuesto de mayor punto de ebullicion se llevara a cabo a una temperatura menor a los
100°C.

Este es uno de los métodos mas utilizados en la extraccion de :iceites esenciales.
Durante el proceso el agua a ebullicidn penetra el tejido de la planta y disuelve una parte
del aceite esencial presente en la estructura que contiene el aceite. Esta solucion acuosa
difunde a través de la membrana celular (hidrodifusion) y el aceite que se encuentra en la
superficie se vaporiza, este proceso es continuo hasta que todo el aceite es extraido de la
célula. Los compuestos oxigenados son mas solubles en agua a ebullicion que
los hidrocarburos andlogos que permanecen asociados a la planta, es decir los compuestos
son extraidos de acuerdo a su solubilidad mas que a sus puntos de ebulliciéon. Un segundo
factor es la cantidad de grasa presente en el material por lo que no siempre se puede
obtener una destilacion completa, ya que por ejemplo los lipidos no volatiles retienen
trazas de los aceites volatiles especialmente de hidrocarburos quienes muestran gran
afinidad por las grasas mas que los compuestos oxigenados.

Cuando los aceites esenciales son extraidos por esta técnica, son llamados
productos tecnoldgicos, debido a que su composicién no representa exactamente la
fraccion volatil de la planta de la cual fué extraido (Sandra y Bicchi, 1987).

2.2.2. Extraccion liquido- liquido (ELL)

En la ELL la muestra se distribuye entre dos disolventes inmiscibles, con el objeto
de separar los diferentes componentes que la integran. Este método se considera sencillo,
rapido de operar, simple, conveniente y de bajo costo.

En la aplicacién préctica de la extraccion con disolventes el principal interés es
determinar la fraccion total del soluto en una u otra fase, independientemente de otras
interacciones, al cociente de estas fracciones se le denomina razén de distribucion.

El éxito de una extraccion no sélo depende del valor de la razdén de distribucion,
sino también del volumen del disolvente y del nimero de extracciones a realizar.

La extraccion es aplicable desde el nivel de trazas hasta altas concentraciones. Los
compuestos pueden ser selectivamente extraidos de una solucion acuosa a un disolvente
organico o reextraidos de la fase orgdnica a una acuosa. La separacion deseada se lleva a
cabo por ajuste de pardametros quimicos como pH, agentes enmascarantes, disolventes,
agentes de extraccion, entre otros. Cuando ésta se efectua bajo condiciones de equilibrio,
es posible aplicar los principios de equilibrio quimico para de esta forma predecir el curso
de la extraccion. También aqui es aplicable la regla general que establece "lo similar
disuelve a lo similar".

En esta técnica se debe tener la precaucion de evitar la pérdida por evaporacion de
la mayoria de los componentes volatiles. En este proceso la extraccion se lleva a cabo a
una temperatura baja (50°C), lo que proporciona ventajas sobre la extraccion por arrastre
con vapor. Ademas, dependiendo del disolvente utilizado se puede influir sobre la
selectividad del sistema.



Una desventaja en este método es que la presencia de compuestos lipofilicos
relativamente no volatiles y la presencia de 4cidos grasos, ceras, flavonoides y cumarinas
en el extracto pudieran oscurecer la determinacion de los aceites esenciales.

2.2.3. Extraccion con vapor de agua y disolventes (EVAD)

Histéricamente la forma mds utilizada de separar los compuestos volatiles fué
dispersar el alimento en agua, calentar al punto de ebullicidén y colectar el condensado
resultante. Una segunda separacion era necesaria para eliminar el agua de los compuestos
volatiles. En esta clasica destilacion con vapor a presién atmosférica el condensado es
extraido con un disolvente y concentrado a un volumen minimo. Obviamente un
calentamiento prolongado a temperatura elevada no es lo ideal para todos los alimentos.

Una modificacidon a esta técnica de destilacién es llevada a cabo a presion
reducida, con lo que se disminuye el punto de ebullicion del destilado y también se
reduce el tiempo de extraccion Likens y Nickerson publicaron en 1964 una modificacion
a este proceso (Schultz y col., 1977). La técnica por ellos propuesta permite efectuar estas
operaciones de manera simultanea.

La destilacion con vapor y la extraccion con disolventes es el método
convencionalmente aplicado en el analisis de aceites esenciales, con resultados de severas
pérdidas de material volatil, debido a que la solucién que contiene el aceite debe ser
concentrado por evaporacion, sin embargo los compuestos no volatiles se extraen bien.

Basandose en los equipos ya propuestos, en la actualidad éstos han sido
modificados para tener menor pérdida de compuestos volétiles y mejores resultados en las
extracciones (Williams, 1969; Blanch y col., 1993).

2.2.4. Andlisis del vapor confinado (Head-Space, HS)

La técnica de HS es utilizada en el analisis de componentes voldtiles de una
muestra s6lida o liquida que contenga compuestos de diferente presion de vapor (Denney,
1982; Schnable y col., 1990; Coleman, 1992; Smith y Burford, 1994). La parte gaseosa
que se encuentra en equilibrio termodinamico con la muestra en un sistema cerrado, es
analizada principalmente por alguna técnica de separacion, debido a que los componentes
de presién de vapor baja no existen apreciablemente como gases por encima de la
muestra (Poole y Schuette, 1984).

El método es utilizado para la determinacién de trazas de sustancias en muestras
complejas y no homogéneas, como por ejemplo, compuestos volatiles aromaticos en
productos naturales, alimentos y bebidas. Este andlisis requiere menos trabajo
experimental que la extraccidon con disolventes e incluye menor riesgo de contaminacion;
sin embargo, el analisis cuantitativo es un problema critico debido a la diferente
solubilidad que presentan los analitos en la matriz (Poole y Schuette, 1984; Guiochon y
Guillermin, 1988).
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Existen dos formas basicas de analizar compuestos volatiles de alimentos
utilizando HS:

a) HS estatico. La muestra solida o liquida, se coloca en un vial de vidrio de tamafio
apropiado y sellado. El vial se calienta a temperatura constante hasta que se establezca el
equilibrio de particién entre las dos fases. Un volumen fijo de la fase gaseosa es tomado,
por procedimiento manual, con una jeringa hipodérmica larga que debe ser calentada para
evitar condensacion de los analitos; o con un sistema electroneumatico en un equipo HS
automatizado para estar seguros de tener una ‘reproducibilidad satisfactoria. Los
componentes voldtiles de la muestra son analizados por Cromatografia de gases (CG),
que es la técnica mas utilizada en el analisis cuantitativo de un gran namero de muestras.
b) HS dindmico. El principio del método es el mismo que en la forma anterior, excepto
que en éste la muestra es colocada en un matraz y se le hace pasar una corriente de gas
inerte por un tiempo determinado. Una fraccién de esta fase se introduce al sistema de
analisis. ' ‘

Con este método se pueden extraer compuestos en niveles de concentracién mas
bajos (trazas) que en la extraccion con disolventes o por el andlisis de HS estatico.

Existen algunos aspectos practicos acerca del analisis por HS que deben ser
tomados en cuenta, por ejemplo: establecer las condiciones de equilibrio de particion,
evitar la contaminacion cruzada y la pérdida de material volatil antes de llevar a cabo la
extraccion (Sandra y Bicchi, 1987).

El vapor obtenido por HS generalmente es una mezcla de volatiles heterogéneos
en un amplio intervalo de concentraciones. El analisis de estas mezclas complejas
requiere de un sistema completo, que puede ser el acoplamiento de HS para extraer los
compuestos, CG como técnica de separacion y Espectrometria de masas (EM) como
sistema de identificacién (HS-CG-EM). Con este sistema se aumenta la reproducibilidad
en los resultados debido a que se disminuyen los errores manuales (Charalambous e
Inglett, 1982).

2.2.5. Extraccion con fluidos supercriticos (EFS)

Los estudios recientes han demostrado que el uso de fluidos supercriticos (FS) en
extracciones de una gran variedad de analitos y especialmente en el andlisis de
compuestos organicos en matrices sélidas, ofrece ventajas sobre los métodos de
extraccion tradicionales (Bright y McNally, 1992). Por ejemplo, mayor velocidad de
analisis, temperaturas de andlisis moderadamente bajas, recuperaciones cuantitativas de
una gran variedad de compuestos en diversos productos y el gran potencial de reemplazo
de grandes volumenes de disolventes organicos toxicos por otros de bajo costo y no
toxicos.

La técnica de EFS requiere de un disolvente para llevar a cabo la extraccion, este
disolvente es un FS, sustancia que se utiliza a presion y temperatura por arriba de su
punto critico; bajo estas condiciones la sustancia no es liquido ni gas pero posee
propiedades de ambos (Lee y Markides, 1990).
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En general el FS es transportado por una bomba a una celda donde se lleva a cabo
la extraccion bajo condiciones de presion y temperatura controladas. El extracto que fluye
a través de un restrictor, puede tener dos caminos: ser transferido a un sistema de
separacion e identificacion por un método general o selectivo, 0. bien colectar el exiracto
para analisis posteriores. Por modificacion de la presion y/o de la temperatura en la celda,
se puede cambiar la composicion del extracto y permitir un fraccionamiento adicional de
la muestra.

Cuando existe dificultad al utilizar un FS 'y extraer compuestos de diferente
polaridad se adiciona una sustancia en cantidades minimas al cilindro del FS o bien en la
celda de extraccidn sobre un soporte de manera que modifique la solubilidad de estos
componentes, a estas sustancias se les llama co-disolventes o modificadores (Schnable y
col.,, 1990). Las caracteristicas del fluido tienden a determinar la interaccion con la
muestra, ésta se encuentra en funcién del flujo (Davies y col.,, 1988), tiempo de
extraccion y si la extraccion es estatica o dinamica.

Extraccion dinamica. El soluto es continuamente humectado con FS.

Extraccion estatica. El soluto (matriz-analito) y una cantidad fija del FS son equilibrados
en la celda presurizada sin que exista pérdida del FS hasta que la extracccion finaliza.
Extraccion estatica-dindmica. El sistema matriz-analito, es presurizado con FS por un
periodo de tiempo y seguido por un flujo continuo del FS.

Por los dos métodos de extraccion el FS puede ser despresurizado con
microvalvulas o restrictores.

Con la técnica de EFS el analista espera una extraccion rapida y cuantitativa, el
analisis del extracto se puede realizar por: EFS en linea y EFS fuera de linea.

EFS en linea o sistema acoplado: por las propiedades que presenta un FS, es
posible tener una interfase de EFS con Cromatografia de Fluidos Supercriticos (CFS),
Cromatografia de Gases (CG), Cromatografia de Liquidos (CL) y Cromatografia de
Gases-Espectrometria de Masas (CG-EM). En estos sistemas el extracto es depositado en
el sistema de inyeccion donde es transferido por el eluente al sistema acoplado por lo que
existe poca manipulacion de la muestra. Sin embargo, se requiere primero conocer los
parametros de EFS y las condiciones para atrapar los analitos. La separacion
cromatografica debe ser optimizada antes de llevar a cabo el anélisis.

EFS fuera de linea: es mas simple que el sisterma acoplado, por lo que el analista
necesita solo considerar los pasos de extraccion y coleccién de los analitos. La muestra
extraida se puede analizar por cualquier técnica. La EFS fuera de linea debe ser la primera
opcion al desarrollar cualquier método de preparacion de muestra con FS.

Existen varios métodos utilizados para colectar los analitos extraidos: superficie
solida, adsorbente sélido y fase liquida. El éxito del método de coleccion depende del
volumen y flujo del FS, de las dimensiones del restrictor, de la temperatura en el
restrictor y en el recipiente de colecta, y de las propiedades fisicas de los analitos. Una
vez que los analitos de interés se extraen, pueden ser colectados para su analisis y
cuantificacion.



12

2.3. Cromatografia de gases (CG)

El aroma es la sensacion producida por un material percibido principalmente por
los sentidos del gusto y el olfato, por lo que ha sido indispensable la aplicacion de
diversas técnicas con el objetivo de conocer los compuestos responsables del aroma
(Wong, 1989).

Los principales compuestos de los aromas obtenidos de varias muestras de
alimentos son compuestos organicos de punto de ebullicion bajo llamados compuestos
volatiles, sustancias adecuadas para ser analizadas por CG.

Impresionantes avances se han logrado en este campo con el uso de la CG, un
instrumento analitico basado en el principio de la separacion de los componentes por
equilibrios de particion o adsorcion (Charalambous e Inglett, 1982). Algunas veces se
asume que la CG ofrece un perfil del aceite esencial como en el propio material.

El uso de las columnas empacadas para el analisis de mezclas complejas ha sido
reemplazado por las columnas capilares (CC) debido a que éstas ofrecen mayor eficiencia
y resolucién en la separacion.

El criterio de seleccion de la columna capilar debe basarse en la capacidad de
muestra, eficiencia, selectividad, factor de capacidad y velocidad en el andlisis. Durante
el andlisis es importante que la temperatura inicial de la columna sea menor a la
temperatura ambiente. La inyeccion de la muestra a temperatura baja seguido de un
programa de temperatura, y de preferencia en columnas de espesor de pelicula gruesa, es
lo adecuado para lograr una buena separacion de la fraccion de compuestos altamente
volatiles.

Un sistema de gran utilidad es el analisis simultaneo por Cromatografia de gases
capilar (CGC) en dos fases estacionarias de diferente polaridad, estas dos columnas se
conectan al inyector y a dos detectores de ionizacion de flama (Motto, 1987; Betts, 1988),
el uso de este tipo de configuraciones ofrece gran informacion en un tiempo de analisis
mas corto que el requerido (Charalambous e Inglett, 1982).

Hoy en dia los componentes de un aroma relativamente simple son una guia para el
talento imaginativo y artistico de un individuo y su nariz, pero la mayoria de los aromas
de alimentos son complejos por lo que el hombre ha aprendido lo importante que es la
CGC como herramienta de analisis.

2.4. Cromatografia de gases capilar-Espectrometria de masas (CGC-EM)

En afios recientes la aplicacion de la EM se ha incrementado potencialmente, en
especial en la identificacion y cuantificacion de compuestos que se encuentran en
pequefias cantidades.

La principal ventaja de la EM es su incremento en sensibilidad sobre otras técnicas
analiticas y su especificidad en la identificacion de compuestos desconocidos o para
confirmar la presencia de ciertos compuestos. Su especificidad resulta de la
fragmentacion caracteristica, la cual puede dar informacidn acerca del peso molecular y
de la estructura molecular de un soluto.
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Desde 1960 el uso de la EM ha estado estrechamente asociada con el desarrollo de
la CGC, pero es a partir de los 70’s que su unién ha tomado forma. El gran poder de
separacion de un CGC y la deteccion universal de compuestos organicos por EM, hace de
CGC-EM la combinacién ideal. El sistema CGC-EM debido a su sensibilidad y velocidad
es de gran utilidad en la quimica de los aromas, para el analisis cualitativo y cuantitativo,
debido a que no solo es importante conocer sus componentes sino también su cantidad
relativa.

Conocer la cantidad de un compuesto por EM es posible usando la técnica de
monitoreo de ion (SIM). Al monitorear un ion o especificamente algunos iones en lugar
de todo el espectro, se incrementa la sensibilidad y especificidad por lo que SIM
es considerado como el método cuantitativo de EM aplicado en la gran mayoria de los
analisis. En la actualidad también se cuenta con el sistema acoplado CGC-EM-EM.

Se ha logrado un gran progreso en el campo del andlisis de aromas a través del
desarrollo de bancos de datos de espectros de masas. Estos bancos no solo incluyen los
compuestos identificados en los aromas sino también de un gran nimero de
compuestos estructuralmente relacionados con el campo de los productos volatiles
naturales.

Con estas técnicas de analisis para la elucidacién estructural de los compuestos del
aroma en alimentos, revelan que cierto niimero de compuestos son comunes en diferentes
alimentos pero el efecto interactivo entre ellos es caracteristico de cada uno
(Charalambous e Inglett, 1983).
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3. DESARROLLO EXPERIMENTAL

Se analiz6 mango manila cosechado en el mes de junio en Jalapa, Veracruz. La
fruta se adquirié en un mercado del D.F.

El analisis de esta fruta en sus partes de mesocarpio y pericarpio se realizd por tres
técnicas:

1. EVAD
2. HS
3. EFS

La primer técnica se reporta en la literatura como la mas utilizada para el analisis de
mango (Craveiro y col., 1980; MacLeod y De Troconis, 1982; Engel y Tressl, 1983;
MacLeod y Pieris, 1984; Idstein y Schreier, 1985; MacLeod y Snyder, 1985; MacLeod y
col., 1988). En este trabajo se decidi6 utilizar dos técnicas mas de extraccidén, que son
aplicadas actualmente con el objeto de comparar los resultados entre ellas.

Para el desarrollo del analisis primero fué necesario buscar las condiciones de
tratamiento de la muestra para cada técnica, seguido del equipo adecuado para realizar las
extracciones.

En segundo término se realizé la identificacion de los componentes del extracto
utilizando para EVAD estandares, y para las otras dos técnicas, HS y EFS, la EM.

Por tltimo se evaluaron los resultados obtenidos con cada técnica de extraccién y se
compararon con los reportados en la literatura (Tabla 14).

3.1. Equipo y material
3.1.1. HS

HS Hewlett Packard modelo 19395 A.



3.1.2. EFS

Extractor Suprex modelo SFC-200 A con bomba de alta presion.

Tubos capilares de silice fundida de 30 cm. de longitud x 50 um D. I. v 30 cm. de
longitud x 250 pm D. 1. de Polymicro Technologies.

Tubos de acero inoxidable de 1/8 y 1/16 in. de Waters.

Lana de vidrio silanizada.

Termometro termistor Cole-Parmer modelo 8402-20.

Cinta flexible de calentamiento de fibra de vidrio.

Columna vacia de Cromatografia de liquidos de 15 ¢cm. x 3.9 mm D. L.

Frascos vial de 5 ml.

3.1.3. CGC

Cromatografo de gases Varian modelo 3300, Hewlett Packard modelo 5880 A, equipados
con inyector de divisor de flujo y detector de Ionizacién de flama. Integrador Hewlett
Packard modelo 3396 A. Columnas capilares de silice fundida DB-1(metil silicén), DB-5
(5% fenil metil silicon), DB-WAX (Carbowax 20 M) J & W de 30 m x 0.25 mm D. L. x
0.25 um de espesor de pelicula. Jeringa Hamilton # 701 de 10 pl.

3.1.4. CGC-EM

Cromatdgrafo de gases Hewlett Packard modelo 5890 acoplado a un Espectréometro de
masas Hewlett Packard modelo 5971. Fuente de ionizaciéon de impacto electrénico.
Intervalo de m/z de 33 a 500 uma. Estacion de datos con software HP G1030 MS
ChemStation Version B.00.00. Columna capilar de silice fundida DB-1 (metil
silicon) J & W de 30 m x 0.25 mm D. I. x 0.25 pm de espesor de pelicula. Jeringa
Hamilton # 701 de 10 pl.

3.2. Reactivos

CH,Cl,, Hexano, Na,SO, grado reactivo (J. T. Baker, México).
Chromosorb P 80/100 (John Manville Products Corp., USA).
Hidrégeno y Nitrégeno grado cromatografico (Infra).

Aire extra seco (Infra).

Helio grado UAP (Linde).

CO, extra seco grado supercritical (Air products).
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3.3. Estdndares

Mezcla de hidrocarburos lineales, C,H,,4,, n= 6 - 30 (PolyScience Corporation, USA).
Naftaleno, y-nonilactona, geranil acetona, acetato de cedrilo.

3.4. METODOLOGIA

3.4.1. Extraccion con vapor de agua y disolventes

Se utilizod el equipo propuesto por Lickens y Nickerson (Schultz, 1977) que se
muestra en la Figura 2. El pericarpio o mesocarpio del fruto se coloco en el matraz A con
agua y en el matraz B se depositd el disolvente organico (CH,Cl, o hexano).

El equipo se colocd sobre los dos matraces, la posicion de la rama de déposito C
estard en funcidén de la densidad de cada disolvente. Si el disolvente orgénico es mas
denso éste se coloca del lado de la rama C, en caso contrario se coloca el matraz con la
solucion acuosa.

Al iniciar el experimento se coloco en la parte de déposito C una mezcla de los
disolventes a utilizar y en seguida se procedio a calentar los dos matraces. Esta extraccion
es continua por lo que el disolvente organico se enriqueci6 cada vez més con los solutos
extraidos. El tiempo de extraccién fué de 60 min., se tomaron alicuotas de 5 ml. del
disolvente orgénico a los 15 y 30 min. Las alicuotas y el remanente de la fase orgéanica se

concentraron con Ny(g) a un volumen de 1 ml. Los extractos se analizaron por CG.

I
M‘;ﬁ

f 2 §
W@MJ Sy
-
% J 1

Q\

9]

I

>
o

Figura 2. Equipo de analisis para EVAD.
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Las condiciones de analisis de extraccién y cromatograficas de mango se indican

respectivamente en las Tablas 1 y 2.

Tabla 1. Condiciones experimentales para la EVAD.

Muestra (&) Disolvente (ml)
Pericarpio 40 Agua 250
Mesocarpio 30 CH,CI, 50
Hexano 50

Tabla 2. Condiciones cromatograficas.

Columna DB-5

Fase movil Hidrégeno, 1| ml/min.
Tipo de inyector Divisor de flujo.
Temperatura del inyector 240°C

Tipo de detector Ionizacion de flama
Temperatura del detector 260°C

Temperatura isotérmica 1 60°C

Tiempo isotérmico 1 2 min.

Rampa de calentamiento 2°C/ min
Temperatura isotérmica 2 230°C

Tiempo isotérmico 2 0 min.

3.4.2. Andlisis del vapor confinado

3.4.2.1. Con un equipo construido en el laboratorio

La muestra (pericarpio o mesocarpio) se mezclé con Na,SO,4 (A) y se colocd en un
tubo cerrado que se calentd en un bafio de agua (B). Se hizo fluir N, (y) a través de esta
mezcla para extraer los componentes del fruto (C). A la salida se conect6 un tubo capilar
con el inyector del CG (D) para el andlisis del extracto. Un metro de la columna
cromatografica de analisis fué¢ enrollada y enfriada con N, (f) (Shimoda y Shibamoto,
1990), el recipiente con N, (f) se quitod al iniciar el programa de calentamiento de la

columna (E).

El extracto con “enfoque” criogénico se analizd por CG. El equipo para esta

extraccion se muestra en la Figura 3.
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Figura 3. Sistema de extraccion por HS en linea a CGC.

Las condiciones de anélisis por HS se indican en la Tabla 3.

Tabla 3. Condiciones de analisis.

Bafio de agua 55°C/ 5 min.
Tiempo del flujo de N, (y) 2 min.

Tubo capilar 025mmD.L*°
Introduccion del capilar al CG 6.8 cm. por 30 seg.
Enfriamiento con N, (f) 10 min.

a .
diametro interno

El analisis de los extractos obtenidos se realizd por CG, las condiciones
experimentales se indican en la Tabla 4.

Tabla 4. Condiciones cromatogréficas.

Columna DB-WAX.

Fase movil Hidrégeno, 1 ml/min.
Tipo de inyector Divisor de flujo.
Temperatura del inyector 200°C

Tipo de detector Ionizacién de flama.
Temperatura del detector 200°C

Temperatura isotérmica | 30°C

Tiempo isotérmico 1 0 min.

Rampa de calentamiento 1 50°C/ min.
Temperatura isotérmica 2 60°C

Tiempo isotérmico 2 2 min.

Rampa de calentamiento 2 10°C/ min.
Temperatura isotérmica 3 200°C

Tiempo isotérmico 3 5 min.
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3.4.2.2. Con un equipo comercial

El pericarpio y mesocarpio del fruto se mezcldé con Na,SO,4 en presencia de N, (i).
Esta mezcla se colocd en un vial que se selldé perfectamente y se calenté en un bafio de
aceite a diferentes tiempos (A) el control de las variables del sistema era automatizado
(B). El equipo utilizado se muestra en la Figura 4. El vapor de la muestra se paso a través
de una linea de transferencia al CG, donde fué retenido en un metro de la columna
enrollada v enfriada con N, (), el sistema de enfoque criogénico es el mismo que se
uulizé con el equipo anterior.

Este mismo procedimiento se siguid al realizar el andlisis con el sistema acoplado
HS-CG-EM.

Figura 4. Equipo comercial para andlisis por HS.

En la Tabla 5 se indican las condiciones de analisis utilizadas en los dos
procedimientos.

Tabla 5. Condiciones de analisis por HS (equipo comercial).

Pericarpio 2g.

Mesocarpio 2g.

Na,S0,4 2g.

Tiempo de inyeccion 35 seg.

Tiempo de calentamiento 5,10, 20, 30, 60 y 120 min.
Temperatura de la linea de transferencia 95°C

Temperatura de calentamiento de la muestra | 70°C
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El extracto se analizé por CG y con el sistema acoplado CG-EM, las condiciones
experimentales se indican en la Tabla 6. Para el primer sistema solo son las condiciones
cromatograficas y para el segundo ademas las condiciones de espectrometria de masas.

Tabla 6. Condiciones experimentales para el analisis del extracto

obtenido por HS.
Columna DB-WAX.
Fase movil Hidrogeno, 1 ml/min.
Tipo de inyector Divisor de flujo.
Temperatura del inyector 200°C
Tipo de detector Tonizacion de flama. *
Temperatura del detector 200°C
Temperatura isotérmica 1 40°C
Tiempo isotérmico 1 0 min.
Rampa de calentamiento 1 10°C/ min.
Temperatura isotérmica 2 150°C
Tiempo isotérmico 2 0 min.
Tipo de detector Espectrometro de masas. 0
Temperatura del detector 280°C
Fase movil Helio, 1 ml/min.
Fuente de ionizacion Impacto electrénico.
Intervalo de m/z © 33 2500 uma. *
Tiempo de venteo 2 min. ‘

B d
¢ Sistema HS/CG. = Sistema HS-CG-EM. ¢ masa/carga. unidades de masa atémica.

3.4.3. Extraccion con Fluidos Supercriticos

La muestra (pericarpio y mesocarpio) se molié y mezclé con Na,SO, en presencia
de N, (f). La celda de extraccion para el andlisis se llené con Chromosorb P como soporte
del disolvente (modificador) y de la muestra preparada. Cada segmento se separd con
lana de vidrio silanizada (A).

El CO, en condiciones de presion y temperatura criticas (B), se hizé fluir por la
celda de extraccion, que fué colocada dentro de un horno (C), y la salida del fluido fué a
través del restrictor de silice fundida (D). El extracto se recuperd sobre CH,Cl, (E), el
disolvente se evaporé a un volumen de 1 ml. con N, (y). El equipo utilizado se muestra en
la Figura 5. ‘



Figura 5. Equipo de EFS.

Las condiciones de analisis para la EFS de mango, son las indicadas en la Tabla 7.

Tabla 7. Parametros utilizados para EFS con CO, .

Pericarpio lofilizado 0.38 g.
fresco 0.50 g.
Mesocarpio fresco 0.75 g.
Na,SO0, 0.75 g
Celda de extraccion 15em. x 3.9 mm. D. L.
Chromosorb P 0.25 g.

Modificador CH,Cl,, 100 . °
Restrictor 30 cm. x 250 um. D. 1.
Disolvente de colecta CH,Cl,, 3 ml’ '
Temperatura del horno 70°C

Temperatura del restrictor

50, 70, 75y 100°C

Presion de extraccion

100, 200 y 300 atm

Extraccion

estatica-5 ml., dindmica-25 ml.

a ) -
afiadido en la celda de extraccion.
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El extracto obtenido por esta técnica se analizo con el sistema acoplado CG-EM, las
condiciones experimentales utilizadas se indican en la Tabla 8.



Tabla 8. Condiciones utilizadas con el sistema CG-EM.

Columna

DB-1.

Fase movil

Helio, 1 ml/min.

Tipo de inyector

Divisor de flyjo.

Temperatura del inyector

200°C

Tipo de detector

Espectrémetro de masas.

Temperatura del detector

280°C

Fuente de ionizacion

Impacto electrénico.

Temperatura isotérmica 1

40°C

Tiempo isotérmico 1 2 min.

Rampa de calentamiento 1 10°C/ min.
Temperatura isotérmica 2 280°C

Tiempo isotérmico 2 5 min.
Intervalo de m/z 33 a 500 uma. =
Tiempo de venteo 2 min.

3 5. .
masa/carga. unidades de masa atémica.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION DE RESULTADOS

Extraccion con vapor de agua y disolventes (EVAD)

Se obtuvieron extractos de mesocarpio y pericarpio del mango de diferentes
tiempos de maduraciéon con los dos disolventes estudiados (CH,Cl, y hexano). Los
extractos con hexano mostraron un mayor nimero de componentes extraidos por lo que
se eligio este disolvente para el resto del estudio hasta la maduracion total del fruto.

Debido al porcentaje en que se encuentran los analitos en el mango, es
recomendable realizar el estudio con el mesocarpio del fruto. En la Figura 6 se muestra el
cromatograma del extracto de mesocarpio y se observa que se obtienen compuestos que
eluyen con un tiempo de retenciéon mayor a 13 min., no se presentan componentes con
tiempo de retencion menor. Es decir, los compuestos volatiles no son extraidos por esta
técnica o no se observan con las condiciones cromatograficas utilizadas. También se debe
indicar que entre réplicas de muestreo no hay una reproducibilidad aceptable tanto en los
compuestos extraidos como en la proporcion entre ellos.

A" 'llll' 15

13

Respuesta

il

tiempo (min)

Figura 6. Cromatograma del extracto obtenido por EVAD.
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Esta técnica es la mas utilizada en el andlisis de aceites esenciales, sin embargo,
algunos autores indican que no es adecuada para compuestos volatiles, ya que estos se
pierden al concentrar el residuo por evaporacion del disolvente (Sandra y Bicchi, 1987).
Es posible que esto sea la causa de estos resultados .

En la Tabla 9 se muestran los compuestos identificados por comparacién con
estandares co-inyectados con la muestra. En estos extractos se identificaron 15
compuestos, de los cuales el 81.25 % son hidrocarburos lineales.

Tabla 9. Compuestos identificados con estandares del extracto
obtenido por EVAD y analizados por CG.

Numero de pico Compuesto tr (min)
1 naftaleno 13.98
2 - nonilactona 25.50
3 tetradecano 26.82
4 geranil acetona 28.16
5 acetato de cedrilo 48.97
6 octadecano 49.69
7 nonadecano 53.26
8 eicosano 56.90
9 heneicosano 60.21
10 docosano 62.87
11 tricosano 606.76
12 tetracosano 70.16
13 pentacosano 74.22
14 hexacosano 78.93
15 heptacosano 82.07

Cada experimento se llevéd de 2-3 h. de extraccion, mas el tiempo adicional en el
tratamiento del extracto, lo que es indeseable para realizar andlisis rutinarios.

Andlisis del vapor confinado (HS)

En esta técnica las muestras con un gran contenido de humedad, como el mango,
presentan dificultades especiales, ya que debido a la alta presion de vapor del agua esta se
introduce en cantidad importante a la columna cromatogréfica, afectando negativamente
la calidad de los cromatogramas e incluso obstruyendo el flujo por condensacion en los
tubos capilares. Para disminuir la presion de vapor del agua se probd la adicion de



diferentes sales y adsorbentes, el que presentd mejores resultados fué el Na,SOy4 en
proporcion 1:1 con la muestra.

Las pruebas iniciales se realizaron colocando la muestra en un vial cerrado con
valvula, para tomar la muestra del vapor en equilibrio con una jeringa para gases y
calentando el vial en un bafio de agua. Con este sistema de inyecciéon manual fuera de
linea no hay reproducibilidad en la cantidad inyectada. Asi, se modificé el sistema por
uno donde la introduccién de la muestra al CG se realizara en linea (Figura 3). Con este
sistema es necesario “enfocar” los solutos transferides al inicio de la columna para evitar
la distorsion de los picos y la elucion anticipada de los compuestos mas volatiles que
resulta de un tiempo largo de inyeccion (30 seg.). Para evitar este problema se probaron
diferentes sistemas:

a) Fuera de linea atrapando los analitos arrastrados por el gas en un cartucho de
extraccion en fase solida, para eluirlos después con un disolvente e inyectar esta solucidon
al CG, en este sistema la presencia del disolvente interfiere con varios de los analitos
extraidos.

b) Enfoque criogénico en linea (Figura 7): i) utilizando una precolumna de pelicula muy
delgada (“retention-gap”) y ii) directamente alinicio de la columna. El uso de una
precolumna implica un conector entre ésta y la columna analitica. Se realizaron pruebas
con uniones metélicas y de vidrio (Grob y Muller, 1982), en ambos casos se presentaron
problemas con la hermeticidad de la conexion debido a los cambios de temperatura y/o a
la fragilidad del conector. Al efectuar el enfoque criogénico directamente en la columna
se obtuvieron resultados satisfactorios.
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Figura 7. Enfoque criogénico.

La temperatura de la trampa fria es critica para obtener buenos resultados, se
probaron como medios de enfriamiento las mezclas: hielo-acetona-sal, hielo seco-acetona
y N, (. Con este ultimo se obtuvieron los mejores resultados en enfoque y
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reproducibilidad. En la Figura 8 se muestra un cromatograma donde puede observarse la
presencia de compuestos muy volatiles, picos finos y simétricos.
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Figura 8. Cromatograma del extracto de mango obtenido
por HS utilizando como sistema criogénico N, (0).

Esta técnica resulté adecuada en el andlisis de la fraccion volatil de la muestra. Con
este arreglo experimental las principales fuentes de error son: la posible condensacion
tanto del agua como de algunos de los analitos en la linea de transferencia si esta no se
mantiene a una temperatura suficientemente alta y el control manual de las variables de
operacion. Estas dificultades se eliminaron utilizando un equipo comercial.

Con las condiciones de preparacion de la muestra seleccionadas anteriormente, se
estudié el efecto del tiempo de calentamiento del vial de la muestra y del tiempo de
inyeccion. El area de los picos cromatogréaficos cambia conforme se modifica el tiempo
de calentamiento: 5, 10, 20, 30, 60 y 120 min. a temperatura constante (70° C). Con este
andlisis no es posible inferir en general el tiempo 6ptimo de mayor extraccion, debido a
que cada analito presenta diferente respuesta durante el proceso. Un cromatograma
obtenido bajo estas condiciones se muestra en la Figura 9.
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Figura 9. Cromatograma del extracto obtenido
por HS utilizando un equipo comercial.

Para identificar los analitos se acoplé el HS al sistema de CG-EM, un
cromatograma obtenido con este arreglo se muestra en la Figura 10.
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Figura 10. Cromatograma del extracto obtenido
y analizado con el sistema acoplado HS-CG-EM.

Utilizando el banco de datos del equipo de EM, se identificaron los compuestos

extraidos por esta técnica (Tabla 10).

Tabla 10. Compuestos identificados en el extracto de mango,
utilizando el sistema acoplado HS-CG-EM.

Numero de pico Compuesto tr (min)
1 2,2-dimetil-hexano 1.20
2 acetona 1.62
3 acetato de etilo 2.10
4 etanol 2.45
5 3-careno 4,90
6 alquilciclohexeno 5.35
7 piridina 5.95
8 ocimeno 7.00

El anélisis solo fué cualitativo porque no se contaba con todos los estandares. Al
comparar los cromatogramas de las Figuras 8, 9 y 10 se observa el mismo niimero de
picos (los de mayor respuesta) con un tiempo de retencion no mayor a 10 min. El HS
construido en el laboratorio produjo resultados equivalentes a los del equipo comercial en
cuanto a la calidad de los cromatogramas.

Los resultados obtenidos en estos cromatogramas nos indican que los compuestos
volatiles que se encuentran en mayor proporcion son: acetona, etanol y ocimeno.
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Entre los experimentos realizados se observd que la respuesta obtenida para cada
soluto era diferente, esto es debido a que la matriz no es homogénea; la literatura reporta
resultados similares en el analisis de este tipo de muestras (Sandra y Bicchi, 1987).

FExtraccion con fluidos supercriticos (EFS)

La EFS es una de las técnicas actualmente utilizadas en el analisis de diversas
matrices (Bright y McNally, 1991). Para el mango manila la literatura no reporta el
analisis por esta técnica.

Con las condiciones de preparacion de la muestra utilizadas en HS, se realiz6 la
EFS en el modo dindmico fuera de linea. La diversidad de grupos funcionales que se
encuentran en los compuestos del mango, hace dificil que sean totalmente extraidos con
solo utilizar CO, como FS: La solubilidad de estos compuestos puede mejorarse por la
adicion de un disolvente.

Se probaron como modificadores MeOH y CH,Cl, en cantidades dosificadas de
10 pl afiadidos en la celda de extraccion sobre un soporte inerte. Las condiciones
seleccionadas fueron colocar 100 pul de CH,Cl, sobre Chromosorb P.

La temperatura del horno donde se coloc la celda debe ser la adecuada para que la
extraccién sea completa y no exista degradacion de la muestra, en alimentos ésta no
puede ser elevada (Smith y Burford, 1992). Se realizaron varias pruebas eligiéndose 70°C
como la temperatura que presenté menos problemas de extraccidén en el analisis del
mango.

Otra de las partes del equipo que requiere control de temperatura es el restrictor,
debido a la posible condensacion de los compuestos extraidos. Se probaron diferentes
temperaturas 50, 70, 75 y 100°C. Ademas es también importante seleccionar las
dimensiones de este tubo capilar para evitar que se tape y tener control sobre el flujo de
salida del FS, debido a que puede haber pérdida de los compuestos volatiles por un flujo
excesivo. Los dimensiones probadas fueron 30 cm. x 50 pm. y 30 cm. x 250 pum.

Las condiciones elegidas fueron utilizar un restrictor de 30 cm. x 250 um. y
calentarlo a 100°C.

El extracto se recuper6 en CH,Cl, enfriando el recipiente con hielo. En la Figura 11
se muestra el cromatograma del extracto obtenido y analizado por CGC-EM.



Respuesta

A

DD0OO00 4

A40000HO

300000 |
+ 43

200000
10,93

100000 | 26.%8

Figura 11. Cromatograma del extracto obtenido por EFS en
el modo dindmico fuera de linea y analizado por CGC-EM.

Como puede observarse (Figura 11) los compuestos extraidos se encuentran en baja
proporcion, por lo que se analizo el mango por EFS en el modo estatico, para tener un
mayor tiempo de contacto entre el fluido supercritico y la muestra, el equipo que se
utilizé es el mismo que en la extraccién dinamica con la adicién de una llave de paso
entre la celda de extraccion y el restrictor (Figura 5).

Las condiciones seleccionadas en la EFS dindmica se utilizaron para el modo
estatico fuera de linea y ademas se modificd la presion de extraccion a temperatura
constante.

Las condiciones probadas fueron a 100, 200 y 300 atm. a 70°C. Los extractos
obtenidos con las diferentes presiones se analizaron por CGC-EM (Figura 12).
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La seleccion de una presion a temperatura constante, permite realizar el analisis de
los componentes del mango de forma selectiva. A 100 atm. se extraen en mayor
proporcion compuestos volatiles y algunos semi-volatiles, a 200 atm. son los compuestos
semi-volatiles que se extraen en mayor porcentaje pero a 300 atm. este porcentaje es aun
mayor disminuyendo notablemente para los compuestos volatiles. Entre 200 y 300 atm. €l
perfil cromatografico es similar excepto para el pico de tiempo de retencién con 10.95
min. que solo aparece a 200 atm. En la seleccion de la presion y la temperatura para hacer
la extraccion, es necesario considerar la volatilidad de los compuestos que integran a la
matriz de analisis.

La identificacion de cada compuesto se realizo en base a la fragmentacion quimica
que se justifica con el espectro de masas sugerido por la base de datos del equipo
utilizado (Biblioteca NBS49.K). Estos resultados se muestran en el Apéndice I.

La base de datos del sistema de identificacion presenta un espectro de masas para
cada compuestos extraido, estos espectros se muestran en el Apéndice II.

En la Tabla 11 se indican los compuestos extraidos a 100, 200 y 300 atm.(Figura
12), algunos compuestos no se extraen en las tres presiones quizds por no haber
controlado la madurez del mango. Asi como el porcentaje de similitud con el espectro de
masas sugerido. Como puede observarse, para la mayoria de los compuestos este
porcentaje es mayor al 80 % sin embargo, para algunos este valor es menor. Para estos
Gltimos, se identificaron por su fragmentacion quimica pero sin tomar en cuenta la
presencia de fragmentos de peso molecular grande pero de baja abundancia y también
porque ya se han reportado en otras variedades de mango (Craveiro y col., 1980;
MacLeod y De Troconis, 1982; Engel y Tressl, 1983; MacLeod y Pieris, 1984; Idstein y
Schreier, 1985; MacLeod y Snyder, 1985; MacLeod y col., 1988). En el caso de la
piridina, también identificada por el andlisis de HS-CG-EM, es dificil explicar su
presencia en el fruto por lo que probablemente se deba a contaminacién cruzada en el
laboratorio, principal fuente de error en el analisis de compuestos volatiles.



Tabla 11. Compuestos analizados e identificados por CGC-EM, de los extractos

obtenidos por EFS a 100, 200 y 300 atm.

Nuamero Compuesto tr (min) P. de extraccion % Similitud *
de pico (atm).
1 ciclohexeno 2.69 100, 200, 300 04
2 piridina 3.01 100, 200 90
3 tolueno 4.92 100, 300 70
4 3-careno 6.88 100, 200 94
5 ocimeno 6.95 100, 200 87
6 d-limoneno 7.16 100 58
7 1-metil-(4-metiletiliden) 8.12 100 97
ciclohexeno
8 acido butil-2-metilpropil- 19.23 100, 200, 300 90
1,2-bencendicarboxilico
9 acido hexadecanoico 20.12 100, 200, 360 93
10 heptacosano 30.31 100, 200 98
11 B-tocoferol 6 y-tocoferol 36.47 200, 300 93
12 a-tocoferol 38.78 200, 300 87

* Apéndice II.

Entre los experimentos realizados a diferentes presiones, algunos compuestos
fueron extraidos en varios analisis sin que fuera constante su presencia, y otros en
circunstancias similares pero solo en dos de las presiones utilizadas, quizds también
debido a que la madurez del fruto no fué controlada, éstos son los indicados en la Tabla
12. También se presenta el porcentaje de similitud con los espectros de masas, y ain
cuando para la mayoria este porcentaje es alto, existen compuestos que es dificil explicar
su presencia debido a que tampoco se han reportado para otras variedades del fruto,
como es el caso de a-tocoferol, B-tocoferol 6 y-tocoferol, ciclotetracosano, ciclododecano
y metanoato de docosanilo. Para corroborar su existencia seria necesario realizar mas
experimentos y contar con estindares o revisar si en la literatura se encuentran reportados
los EM de estos compuestos.




Tabla 12. Compuestos analizados e identificados por CGC-EM, de los extractos
obtenidos por EFS a 100, 200 6 300 atm.

Numero Compuesto tr (min) P. de extraccion | % Similitud *

de pico - (atm).
13 2,2,3,3-tetrametil butano 3.83 100, 200 50
14 alcohol-4-isopropil-bencilico 9.39 100 90
15 hexadecano 15.53 100, 200 72
16 5-propil decano 17.89 100 53
17 octadecano 17.95 100 83
18 acido tetradecanoico 20.35 300 93
19 decanedioato de didecilo 20.55 100 94
20 8-octadecenoato de metilo 20.89 100 95
21 hexadeceno . 21.73 200, 300 98
22 16-metil-heptadecanoato de metilo 24.11 200 80
23 ciclotetracosano 29.99 100 99
24 ciclododecano 30.05 200 76
25 eicosano 30.06 200 80
26 2,6,10,14-tetrametil hexadecano 30.30 300 93
27 metanoato de heneicosanilo 32.73 100 87
28 nonacosano 33.50 100 94

* Apéndice II.

Para algunos analitos, indicados en las Tablas 11 y 12, no existia una correlacion
entre el espectro de masas y la férmula quimica sugeridos por la base de datos del
sistema, por lo que fué necesario utilizar el espectro de masas y en base a los valores de
las fragmentaciones presentadas justificar con una formula quimica diferente, estos
resultados son indicados en la Tabla 13.

Tabla 13. Férmula quimica propuesta para algunos compuestos

extraidos por EFS.

Compuesto identificado Férmula propuesta | Apéndice I (pag.)
ciclohexeno 2-metil-1,4-pentadieno 40
2,2,3,3-tetrametil butano - |4,4-dimetil-2-penteno 55
5-propil decano 4-butil-..... C>13 58
metanoato de heneicosanilo | metanoato de docosanilo 75




Con cada técnica se logré la extraccion de algunos compuestos, por lo que es
importante utilizarlas en conjunto en el analisis de matrices complejas y dificiles de
manejar, principalmente en el control de la madurez y conservacion de los alimentos.

Con las técnicas de analisis utilizadas se identificaron cuarenta y cinco compuestos
en el mango manila. Los resultados obtenidos durante este trabajo se muestran en
conjunto en la Tabla 14, indicando también los compuestos reportados en la literatura
para otras variedades de mango.

Tabla 14. Compuestos extraidos e identificados en el mango manila con las
diferentes técnicas utilizadas.

Compuesto * EVAD | HS-CG-EM | EFS |Referencias*
naftaleno de
y-nonilactona e
tetradecano
geranil acetona
acetato de cedrilo
hexadecano E c,d,e
octadecano E b,c.d,e
nonadecano d,e
eicosano E c,d,e
heneicosano
docosano
tricosano
tetracosano
pentacosano
hexacosano
heptacosano
nonacosano
hexadeceno
2,2-dimetil hexano
acetona
acetato de etilo
etanol
alquilciclohexeno
2-metil-1,4 pentadieno
piridina
tolueno
3-careno E
ocimeno E
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d-limoneno E abcdefy |
1-metil-(4-metil E
etilideno) ciclohexeno

acido butil-2-metil

propil-1,2-bencen E
dicarboxilico

4cido hexadecanoico E
-tocoterol E
y-tocoferol '

a-tocoferol E
4 4-dimetil-2-penteno E
alcohol-4-isopropil- E
bencilico

4-butil-..... C>13. E
acido tetradecanoico E
decanedioato de didecilo E
8-octadecenoato de E
metilo

16-metil-heptadecanoato E
de metilo

ciclotetracosano E
ciclododecano E
2,6,10,14-tetrametil E
hexadecano

metanoato de docosanilo E

E-extraido e identificado. * Reportado en la literatura. g
2 Craveiro y col., 1980. ® MacLeod y De Troconis, 1982. ¢ Engel y Tressl, 1983. MacLeod y

. f o
Pieris, 1984. ¢ Idstein y Schreier, 1985. ~ MacLeod y Snyder, 1985. © MacLeod y col., 1988.

De los compuestos indicados en la Tabla 14, solo seis coinciden al ser extraidos en
al menos dos de las tres técnicas utilizadas, estos compuestos se presentan en la Tabla 15.

Tabla 15. Compuestos extraidos en dos de las tres técnicas utilizadas.

Compuesto EVAD HS-CG-EM | EFS/CG-EM
3-careno ' E E
piridina E E
ocimeno E E
octadecano E E
eicosano E E
heptacosano E E

E-extraido e identificado.
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Las condiciones experimentales utilizadas para el andlisis de mango, no son
indicadas en la literatura consultada, por lo que es importante resumir cuales serian los
requerimientos minimos para analisis posteriores.

1. EVAD. Modificar las dimensiones del equipo de extraccion.

2. HS. Preparar la muestra en medio criogénico y con adsorbente de humedad,

extraer y analizar los compuestos volatiles con el sistema acoplado HS-CG-
EM, utilizar el andlisis en el modo dinamice y atrapar los compuestos en un
adsorbente. '

3. EFS estatico fuera de linea. Preparar la muestra en medio criogénico y con
adsorbente de humedad, utilizar un disolvente como modificador sobre un
soporte inerte en la celda de extraccién, realizar de manera selectiva la
extraccion por modificaciéon de la presion y la temperatura, calentar el
restrictor.

4. CGC. La temperatura inicial sea menor a la temperatura ambiente, rampa de
calentamiento de 2-5°C/min., utilizar enfoque criogénico.

5. Identificacion. Utilizar el sistema acoplado CGC-EM (por monitoreo de iones)
y/o contar con los estandares necesarios.



5. CONCLUSIONES

1. Se cumplié con el objetivo del trabajo al aplicar diferentes técnicas de extraccion en
mango manila, éste es un primer andlisis sobre esta variedad.

2. Para establecer las condiciones de analisis en mango con cualquiera de las tres técnicas
estudiadas, es recomendable utilizar el mesocarpio.

3. Se establecieron las condiciones de analisis por HS y EFS para mango manila, debido a
que la literatura solo reporta el analisis para otras variedades de mango por EVAD.

4. Las dimensiones del equipo para EVAD deben ser modificadas, para que el residuo
final se obtenga en un volumen minimo y evitar su posterior concentracion.

5. El equipo de HS construido en el laboratorio funcioné con resultados comparables al
equipo comercial, en cuanto al numero de compuestos extraidos y a la calidad de los
cromatogramas.

6. El mango es una matriz de agradable aroma sin embargo, los resultados obtenidos nos
indican que la cantidad de compuestos volatiles es minima. Por el analisis de HS-CGC-
EM se identificaron siete compuestos volatiles en mango manila.

7. La EFS fué la técnica que produjo un mayor nimero de resultados, de continuar con un
trabajo igual o relacionado con éste, seria la técnica propuesta para llevarlo a cabo.
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8. Cada técnica fué selectiva en la extraccion de los compuestos en mango manila,
obteniendo diferentes resultados:
EVAD. Se identificaron con estandares quince compuestos semi-volatiles, el mayor
porcentaje fué para hidrocarburos lineales; HS-CGC-EM fueron siete los compuestos
volatiles identificados, los que le proporcionan el aroma al fruto; EFS/CGC-EM fueron
veintiocho compuestos volatiles y semi-volatiles de diversos grupos funcionales,
terpenos, hidrocarburos, dcidos carboxilicos, alcoholes, ésteres metilicos.

En total se identificaron cuarenta y cinco compuestos en €l mango manila, de los que
quince son también identificados en otras variedades de mango (Tabla 14). Del total, seis
compuestos fueron extraidos por las tres técnicas utilizadas (Tabla 15).

9. Al trabajar con muestras como el mango, es importante controlar su maduracién y
conservacion, debido a que provoca diferencias en los resultados de los analisis que se
pudieran considerar debidas a las técnicas de extraccion.

10. El mayor nimero de compuestos identificados (Tabla 14) fué por EM usando una
base de datos y justificando esta propuesta con el espectro de masas y la fragmentacién
quimica para cada compuesto (Apéndice I).

11. Por EM se identificaron los terpenos: 3-careno, ocimeno, d-limoneno, a los cuales se
les puede asignar el aroma del mango manila.

12. Se realizo el analisis cualitativo de los compuestos de mango manila, debido a que no
se contaba con todos los estandares.

13. En el analisis de mezclas complejas es necesario utilizar diferentes técnicas de
extraccion, en la que cada una ofrezca informacidon complementaria.
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Abundance #33654: Heptadecanoic acid, 16-methyl-, methyl ester (%)
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Library Searched : C:\DATABASE\NBS49K.L
Quality : 76

ID . Cyclododecane

Abunaance #12346: Cyclododecane (*)
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ID : Eicosane

Abundance - #31654: Eicosane (%)
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