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Introduccion

Los alimentos son habitualmente mezclas altamente complejas y su andlisis se dirige
principalmente hacia el aseguramiento de autenticidad y seguridad, el control de procesos
técnicos, la determinacion de valores nutricionales y la deteccién de compuestos con un
posible efecto beneficioso o tdxico para la salud. De ahi que, un reto analitico importante sea
disponer de la instrumentaciéon y los métodos necesarios para evaluar los compuestos
implicados; lo que, unido a la habilidad y experiencia del operador, llevara a conseguir la

informacion deseada.

Actualmente, los compuestos susceptibles de ser abordados por cromatografia en fase
gaseosa se discriminan bastante bien con el empleo de nuevas columnas auxiliadas por las
prestaciones de los detectores, preferentemente de espectrometria de masas. No obstante,
conseguir una buena separacion entre compuestos muy similares en determinadas matrices
requiere emplear técnicas mas potentes, como puede ser la cromatografia bidimensional en

sus distintas modalidades y sistemas de deteccidn.

En el trabajo que se presenta se han pretendido examinar las posibilidades que puede aportar
la cromatografia de gases bidimensional con modulador de flujo capilar, acoplada a un sistema
de deteccidon de ionizacion de llama, al estudio de la variacién de algunos componentes

durante el procesado térmico, fritura-tostado, de aperitivos o snacks muy comunes.

Ante ciertas dificultades atribuibles a la gran diferencia en la concentracién entre analitos
(mayoritarios-minoritarios) en ciertas matrices, se ha recurrido al empleo paralelo de la
cromatografia de gases monodimensional con deteccién por espectrometria de masas. Estos
estudios también han ayudado a tener una idea previa de determinadas condiciones y de la
composicion para, posteriormente, poder llevarlas al sistema bidimensional. De ahi que, en la
memoria, aparezcan bien diferenciados dos apartados experimentales. El primero de ellos
abarca los capitulos IV y V, con empleo preferente de alguna de esas técnicas. Seguidamente,

aparecen los capitulos VI y VII, donde ya se ha empleado la cromatografia bidimensional.

En el caso de la variacién de compuestos volatiles durante el tostado, se ha realizado
previamente un estudio de las diferencias en cuanto a la composicién de la fraccion volatil de
vinos, matriz sobre la que el grupo TESEA tenia experiencia previa; entre vinos sometidos a
sistemas de envejecimiento clasico y acelerado. Posteriormente, la experiencia adquirida se ha
extrapolado al estudio de la variacion de ciertos componentes de la fraccién volatil en frutos

secos sometidos a diferentes condiciones de tostado.
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Con relacidon a la otra familia de compuestos estudiados, los acidos grasos, se ha operado de
un modo similar. En primer lugar, se ha realizado un estudio del perfil de los acidos grasos mas
representativos, estudiando la diferenciacién de un aperitivo frito altamente consumido, como
lo son las patatas fritas, en funcion de la variedad de patata empleada como materia prima.
Como ya se ha comentado, dada la enorme diferencia en concentracién entre acidos grasos en
esta matriz, se ha optado por emplear la técnica monodimensional. A continuacion, el estudio
se ha aplicado ampliando el nimero de analitos a separar y empleando la cromatografia
bidimensional al estudio del perfil de acidos grasos en hojas de brécoli, matriz en la cual estos
analitos no se presentan como compuestos mayoritarios, dando especial importancia a la

seleccién de columnas.

De este modo se han presentado los cuatro capitulos, guardando relacién dos a dos, puesto

que uno ha servido como lanzadera del otro.

Dos aspectos importantes en la técnica bidimensional han sido: la seleccion de la mejor
combinacion de columnas y, en su aplicacidn, la creacidn de plantillas de referencia que han
permitido distinguir facilmente entre un nimero amplio de muestras. En esta técnica también
se ha examinado la posibilidad de conectar en linea un muestreador de espacio de cabeza
estatico y, siempre que ha sido necesario, se ha recurrido a un tratamiento estadistico de los

datos a fin de aprovechar eficazmente la informacién generada.

Finalmente, se quiere indicar que no se ha tratado de hacer un estudio comparativo de ambas
técnicas cromatograficas, sino mas bien mostrar su complementariedad, siendo el quimico
analitico el que debe decidir cudl es prioritaria para resolver el problema planteado, sin

olvidarse de la utilidad de la otra.



OBIJETIVOS







Objetivos

El objetivo principal de este trabajo es contribuir al estudio de las posibilidades que ofrecen las
técnicas cromatograficas bidimensionales con detector de ionizacidn de llama (GCxGC-FID) en

la tipificacién y diferenciacion de alimentos procesados.

Para ello, el trabajo ha precisado la consecucién de unos objetivos intermedios:

e Poner a punto un método GCxGC-FID para la separacién e identificacion de los acidos
grasos mas representativos de 6 a 24 carbonos, incluyendo los isémeros de dos acidos
grasos esenciales: acido linoléico y linolénico.

e Poner a punto un método GCxGC-FID para la separacion e identificacion de los
compuestos volatiles caracteristicos de la fraccion volatil de los frutos secos, tanto
crudos como tostados.

e Acoplar un muestreador de espacio de cabeza estdtico al sistema GCxGC-FID y
verificar su utilidad.

e Estudiar la complementariedad de otras técnicas cromatograficas, como la
cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (GC-MS), cuando se
requiera llevar a cabo andlisis cuantitativos que no necesiten técnicas que
incrementen el poder de resolucidn o la utilizacién de dos dimensiones para separar
compuestos o isomeros de la misma familia.

e Poner a punto y validar un método GC-MS para la cuantificacidon de acidos grasos de 6
a 24 carbonos presentes en las patatas fritas comerciales y establecer si existen
diferencias significativas en funciéon de la variedad de patata o el aceite de fritura,
mediante medidas estadisticas descriptivas.

e Poner a punto y validar un método GC-MS para la cuantificacién de los compuestos
mas caracteristicos de la fraccién volatil de los vinos; y establecer si existen diferencias
significativas en funcion del sistema de envejecimiento y el origen de la madera de

roble utilizada, a través de herramientas estadisticas.
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Equipos cromatogrdficos

Las técnicas cromatograficas empleadas en este trabajo se engloban dentro de las técnicas de
cromatografia de gases, tanto unidimensional (GC) como bidimensional (GCxGC), acopladas a
distintos tipos de detectores. A continuacidon se detallan las caracteristicas y equipamientos de

cada una de ellas.

3.1. GC-MS

Se ha utilizado el equipo de cromatografia de gases con detector de espectrometria de masas

(GC-MS) que se muestra en la Figura 1, con las siguientes caracteristicas:

Figura 1. Cromatdgrafo de gases acoplado a detector de espectrometria de masas (GC-MS).

= Cromatdgrafo de gases 7890 A.

= |nyector automatico 7683 B con bandeja muestreadora para 100 viales y posibilidad de
trabajar en modos split/splitless (con o sin divisiéon de flujo). Permite trabajar en
modos de barrido completo (SCAN) y/o seguimiento de iones especificos (SIM). Utiliza
helio como gas portador.

= Columna cromatogréfica (naturaleza de la misma descrita en cada estudio).

= Detector de espectrometria de masas (MS) modelo 5975 C, utilizando la fuente de
ionizacion por impacto electrénico (El), un analizador cuadrupolo y un detector

multiplicador de electrones.
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= Software MSD Chemstation E.02.01.1177, como sistema de control, adquisicion y
tratamiento de datos cromatograficos.
= Libreria documentada de espectros Wiley 7N edition (Agilent Part No. G1035B)
Todo de Agilent Technologies (Santa Clara, CA, EEUU).

3.2. GCxGC-FID

El equipo utilizado de cromatografia de gases bidimensional con detector de ionizacién de

llama (GCxGC-FID), mostrado en la Figura 2, estaba equipado con:

Figura 2. Cromatdgrafo de gases bidimensional acoplado a detector de ionizacion de llama (GCxGC-FID).

= Cromatdgrafo de gases 7890 A con horno capacitado para GCxGC.

= |nyector automatico 7683 B con bandeja para 8 viales. Posibilidad de trabajar en
modos split/splitless. Utiliza hidrégeno como gas portador.

= 2 columnas, sometidas al mismo programa de temperatura (naturaleza de las mismas
a especificar en cada estudio).

=  Modulador de flujo capilar G 3486 A. Sistema de transferencia que aisla, concentra e
introduce los “cortes” de efluente de la primera a la segunda columna, evitando

volimenes muertos (Figura 3). Las caracteristicas de la tecnologia microfluidica
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permiten realizar conexiones fiables que pueden soportar las altas temperaturas de un
horno de GC.

= Detector de ionizacidn de llama, FID. Utiliza 3 gases para formar la llama: hidrégeno,
aire y nitrogeno (make-up).

= Software ChemStation versién B.04.01, como sistema de control del equipo GCxGC-FID
y para la adquisicién de datos.

Todo de Agilent Technologies.

= Software GC Image R2.0b5 de ZOEX Corporation (Houston, TX, EEUU), para el

tratamiento de datos y visualizacién de imagenes y cromatogramas en dos y tres

dimensiones.

Figura 3.-Interior del horno cromatografico y colocacién de las dos columnas cromatograficas con el modulador
de flujo capilar. Ampliacion del modulador sefialando la entrada desde la primera columna (azul) y la salida del

mismo hacia la segunda columna (rojo).

3.2.1. MUESTREADOR DE ESPACIO DE CABEZA

El muestreador de espacio de cabeza, traduccidon del término inglés mas comunmente
utilizado headspace (HS), es una herramienta Util para concentrar e introducir sustancias
voldtiles contenidas en muestras soélidas o liquidas en un cromatdgrafo de gases.

Concretamente se ha utilizado un muestreador HS estatico HP 7694 Modelo G1290, de Agilent

13



Capitulo 11l

Technologies. El término “espacio de cabeza” hace referencia al espacio por encima de la
muestra, liquida o sdlida, que se coloca en un vial sellado. Mientras que el término “estatico”
significa que los compuestos volatiles en el espacio de cabeza del vial se encuentran en

equilibrio con los mismos compuestos en la muestra liquida o sélida.

La distribucidon de equilibrio de un analito entre la fase condensada (C.), es decir, la propia
matriz de la muestra, y la fase gaseosa (Cg), o sea el espacio de cabeza, se denomina

coeficiente de particion, K.

Este coeficiente de particién esta relacionado con el grado de solubilidad que el propio analito
tiene en la matriz, por lo que valores elevados de K implican la dificultad del analito para
abandonar la matriz y pasar al espacio de cabeza. Ademads, es bastante dependiente de la
temperatura, de forma que al incrementar la temperatura durante el proceso de equilibrado
de las fases se reducira el valor de K, aumentando la sensibilidad del analisis del espacio de

cabeza, como demuestra la siguiente ecuacién:

K 1

dar ~ T?
El HS estdtico empleado proporciond un método automatizado para llevar a cabo la
introduccion directa de muestras en el portal de inyeccién del cromatdgrafo de gases

bidimensional, de forma que se consiguié el acoplamiento HS-GCxGC-FID mostrado en la

Figura 4.

El muestreador constaba de:

= Carrusel exterior para 44 viales especificos de HS de 10 6 20 mL.

= Horno con temperatura controlada, compuesto por otro carrusel interno con
capacidad para 6 viales de HS y posibilidad de mantener en reposo o agitacién las
muestras.

= Brazo robotizado, encargado de transportar los viales entre ambos carruseles.

= Loop o bucle de 1 mL, encargado de medir y almacenar el volumen a transferir al
equipo cromatografico; y linea de transferencia, a través de la cual se arrastra el
volumen establecido de espacio de cabeza al portal de inyeccién, ambas con control
de temperatura.

=  Dos vias de flujo controladas desde un par de llaves de paso manuales. El flujo de gas

portador, mismo gas utilizado como portador en el equipo cromatografico, es decir,

14
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hidrégeno; y gas nitrégeno empleado para el flujo de presurizacién del vial necesario

para extraer los volatiles del espacio de cabeza.

= Teclado y pantalla, desde donde se controlan todas las funciones del muestreador.
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Figura 4. Acoplamiento del headspace estatico al cromatdgrafo de gases bidimensional con detector de ionizacion

de llama (HS-GCxGC-FID).
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Fraccidn voldtil de vinos para la diferenciacion del modo de envejecimiento

4.1. INTRODUCCION

El aroma es una de las propiedades organolépticas mas complicadas de definir y, por tanto de
estudiar. En él confluyen infinidad de sustancias quimicas y, su repercusién sobre las
caracteristicas de los alimentos da lugar a que su estudio resulte indispensable para
comprender, tanto las preferencias de los consumidores, como la valoracién organoléptica, en

este caso, de los vinos.

El aroma de un vino es uno de los principales factores que determinan su naturaleza y calidad®.
Es resultado de numerosas reacciones quimicas y bioquimicas, que comienzan en el grano de
la uva con la sintesis de precursores del aroma; contintian con la generacién de compuestos
odorantes con la fermentacién alcohdlica y maloldctica, a partir de compuestos no odorantes
presentes en el mosto y en el vino; y termina con la génesis de lo que se denomina aroma
terciario, originado durante la maduracién y envejecimiento del vino®?. Pero también se ve
influenciado por diversos factores externos como el medioambiente donde se desarrolla la uva
(suelo y clima) y los factores bioldgicos, como hongos y otros componentes de la microflora

enoldgica®.

Describir el aroma de los vinos no es una tarea simple para los investigadores puesto que,
actualmente, llevan identificados mds de mil compuestos aromdaticos de diversas familias:
alcoholes, ésteres de acidos orgdnicos, éteres, aldehidos, cetonas, terpenos, etc.; y con
intervalos de concentracion que varian desde los cientos de mg/L hasta niveles inferiores, del
orden de los pg/L e incluso ng/L °. Sin embargo, estos compuestos, sin apenas valor
nutricional, establecen uno de los primeros contactos entre los alimentos y el consumidor,
jugando un papel muy importante como indices de calidad del vino. Son responsables de
propiedades tan importantes en un vino como son su aroma y su sabor, por ejemplo, ciertos
compuestos fendlicos presentes en el vino estan relacionados directamente con caracteristicas

2387 Ademds son

organolépticas tan destacables como son: su color, astringencia y amargor
muy importantes por su capacidad de capturar radicales libres, y tienen un papel importante

en el control de la oxidacién en el organismo humano®.

Habitualmente, los compuestos volatiles se caracterizan por un bajo peso molecular y bajo
punto de ebullicién lo que conduce a que puedan ser desprendidos facilmente de la matriz
hidro-alcohdlica en la que se encuentran. Sin embargo, no todos los volatiles son responsables

del aroma, ya que ademds de su volatilidad es necesario que presenten un grupo osmoéforo y
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que se hallen presentes en concentraciones superiores a las del umbral de deteccién, es decir,

a la concentracién minima que puede ser percibida por una media de la poblacién®.

De este modo, el estudio de la fraccion de compuestos volatiles del vino resulta de gran interés
desde un punto de vista de su caracterizacién organoléptica, asi como desde una perspectiva
de identificacién de componentes especificos, que puedan relacionarse bien con el proceso de

1012 bentro de estas

elaboracion del vino o bien con su etapa de maduracidn y envejecimiento
dos ultimas etapas, el empleo de barricas de madera afecta a las propiedades organolépticas,
ya que influye en la composicién de sustancias volatiles y polifendlicas, que son extraidas de la
madera. Estas propiedades dependen tanto de los posibles compuestos extraibles,
originalmente presentes en la madera de la barrica, como de las condiciones y la duracién del
proceso de maduraciéon y envejecimiento del vino (tiempo de contacto, temperatura,

etC.)6'13'14

. A su vez, dependen del tipo de madera empleada y del proceso de tostado al que
haya sido sometida la misma®. Hoy en dia, el roble es la madera que se utiliza con mayor
frecuencia en el envejecimiento de los vinos, principalmente roble americano (Quercus alba) y
roble francés (Quercus robur y Quercus petraea); aunque el castaiio y, mas raramente, acacia,

1617 Esta influencia de la madera en

cerezo o morera también son utilizados de vez en cuando
las propiedades organolépticas del vino es debida principalmente a dos mecanismos. Por un
lado existe una transferencia directa de compuestos volatiles responsables de ciertos matices
del aroma y, por otro lado, se produce una oxidacién de ciertos compuestos por el oxigeno

atmosférico que pasa a través de los poros de la madera®.

Por ello, el envejecimiento de un vino en barrica de roble es una practica tradicional que se
encuentra legislada en nuestro pais tanto por la normativa estatal integrada por la Ley
24/2003, de 10 de julio, de la Vifia y del Vino®, como por la normativa europea Reglamento
(CE) Ne 7292/2008 *°, siendo competencia de los diferentes Consejos Reguladores de las
Denominaciones de Origen y las Asociaciones de los Vinos de Calidad hacer un seguimiento del
cumplimiento de la normativa legal. De manera que las practicas de crianza en barricas de
roble en los paises vitivinicolas del marco europeo estdn muy reguladas, a diferencia de las
practicas que se siguen en otros paises, fundamentalmente americanos, donde la legislacién es
inexistente y no hay ninglin organismo que regule las practicas enoldgicas de los

productores™.

Sin embargo, el envejecimiento de los vinos en madera conlleva bastantes gastos econdmicos

ademas de que las barricas ocupan mucho espacio en la bodega y su tiempo de vida no es
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excesivamente largo. Por esta razén, en las ultimas décadas se han desarrollado nuevas
técnicas para abaratar costes y simplificar el proceso de envejecimiento, garantizando al
mismo tiempo que los volatiles derivados de la madera se liberan en el vino, consiguiendo
vinos con propiedades sensoriales similares a los vinos envejecidos en barricas™. Entre estas
practicas las mas habituales son las maceraciones de los vinos con fragmentos de madera®
(astillas, virutas o tablones) obtenidos a partir de recortes producidos durante la fabricacién de
la propia barrica y sometidos a procesos de hervido en agua y de tostado®. Estos sistemas se
denominan sistemas de envejecimiento acelerado, de manera que se consiguen obtener vinos
con "caracteristicas de la madera" similares a los envejecidos en barrica pero en menos tiempo

y con un coste menor’*?

. También, el uso de astillas de roble permite llevar a cabo la
fermentacién en tanques de acero inoxidable para obtener vinos como los fermentados en
barrica, pero sin los inconvenientes técnicos de los ultimos (fermentaciones de poca

capacidad, dificultad en el control de la temperatura, limpieza de la barrica, etc)™.

Estas alternativas a la crianza en madera han sido una practica extendida en los Estados
Unidos, Australia y otros paises, como Chile y Argentina, desde hace afos, pero no ha sido una
practica legal en los paises de la Unién Europea (UE) hasta octubre de 2006 cuando la UE
aprobé el uso de astillas de madera y la designaciéon y presentacién del vino asi tratado:
Reglamento (CE) N° 1507/ 2006, de 11 de octubre de 2006 . Sin embargo, se debe tener en
cuenta que, aunque los compuestos fendlicos y aromaticos presentes en la madera se liberan
al vino durante el tiempo de contacto entre el vino y los fragmentos de madera en sus
diferentes tamafios, estos nuevos sistemas de crianza no prevén el proceso oxidativo que se

produce en la barrica®®.

Para mejorar los sistemas de envejecimiento acelerados en la obtencidn de vinos con
caracteristicas idénticas a las obtenidas mediante el sistema de envejecimiento tradicional, se
ha propuesto el uso de la denominada técnica de micro-oxigenacion. Esta técnica permite la
adicién de pequeiias cantidades controladas de oxigeno durante el proceso de maduracién con

las astillas, imitando asi el proceso oxidativo que se produce durante la crianza en barrica®?°.

Por tanto, en la actualidad se estan llevando a cabo cada vez mas estudios enfocados hacia la
diferenciacion entre la composicién de vinos envejecidos de forma tradicional y vinos
envejecidos mediante sistemas acelerados utilizando el mismo o distinto tipo de madera de

14,24,25

roble 0 en combinacién con otras técnicas como la micro-oxigenacion®®.
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Dentro de las técnicas analiticas empleadas para llevar a cabo el andlisis de compuestos
volatiles en vinos”, la mas eficaz y mas ampliamente utilizada es la GC-MS. Dentro de los

15,28,29

detectores de masas, los mas empleados son trampa de iones y sobre todo el cuadrupolo

(qMs)7*4?63031 E| detector de tiempo de vuelo (TOF)* se utiliza de forma mas habitual

acoplado a la cromatografia multidimensional, concretamente la GCxGC¥,

Por otro lado, también se han encontrado trabajos en la bibliografia que complementan los

resultados del detector de espectrometria de masas con otros detectores, como puede ser el

24,26,31 2,5,6,31

detector de ionizacion de llama (FID) o el detector olfatométrico
Otra técnica analitica empleada en menos ocasiones ha sido la cromatografia liquida
(HPLC)*?**?, especialmente para la determinacion de compuestos polifendlicos. Sin embargo,
los resultados obtenidos la mayor parte de las veces no mejoraban los alcanzados mediante
cromatografia de gases, ya que habitualmente el nUmero de compuestos que se analizaban

simultdneamente era menor que mediante GC.

Ademds de las técnicas cromatograficas, se han encontrado referencias al anadlisis de
compuestos volatiles de vinos mediante espectroscopias en distintas zonas del espectro:

Ultravioleta (UV), infrarrojo cercano y medio (NIR y MIR), el visible (VIS)?"?*

. 'Y, en menor
medida, se han encontrado investigaciones donde se ha empleado la electroforesis capilar (CE)

para llevar a cabo la determinacién de compuestos volatiles en vinos®.

Respecto al tratamiento de muestra para la extraccién de compuestos volatiles, por una parte,

) . , . ‘. - f Ly 7,13,21,30,31
se citan tratamientos de muestra clasicos, como la extraccién liquido-liquido g
habitualmente con diclorometano como disolvente. Sin embargo, implica un consumo elevado
de disolvente. Ademads, considerando el analisis de compuestos mayoritarios mediante
cromatografia de gases se ha utilizado en ocasiones el espacio de cabeza o headspace (HS)

como sistema de introduccidn de muestra directa®.

Frente a este tratamiento se han contemplado varias alternativas, siendo una de las

1726282933 ga trata de un método rapido, versatil y

principales la extraccién en fase sélida (SPE)
simple que permite el andlisis de gran cantidad de compuestos volatiles en los vinos con

resultados satisfactorios. Con esta técnica se reduce el uso de disolventes organicos.
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Ademads, se estan empleado otras técnicas basadas en la extraccién en fase sélida, como la

5,24

microextraccion en fase sélida (SPME)™*", que contiene una fibra delgada cubierta con un

polimero o un adsorbente y utilizada habitualmente con un sistema de introduccién directa de

141534 Otras técnicas mas recientes pero menos

muestra de espacio de cabeza (HS-SPME)
utilizadas son la extraccién acelerada de disolventes (ASE)* y una extracciéon mediante una
técnica que se basa en el mismo principio de equilibrio que la SPME pero con una barra de
agitacién de vidrio recubierta por un adsorbente, normalmente polidimetilsiloxano (stir-bar

sortive extraction)™*®.

En cuanto al tratamiento de datos en este tipo de andlisis en los que hay un elevado nimero
de compuestos, es necesario a menudo utilizar herramientas estadisticas de andlisis
multivariante. En primer lugar, para llevar a cabo la comparacién entre distintos tipos de
muestras, lo mas comun es utilizar el ANOVA, cuyo fin es determinar si existen diferencias

significativas entre las variables medidas®**%3%%.

Otra de las herramientas de estadistica descriptiva mas utilizadas segun reflejan las citas

1027303235 Mediante esta

bibliograficas, es el andlisis de componentes principales (PCA)
herramienta se consigue reducir el nimero elevado de variables iniciales a unas pocas

componentes principales, que son combinaciones lineales de las variables de partida.

En menor medida se aplica el analisis clister (CA), cuyo objetivo de nuevo es buscar
agrupaciones existentes entre las variables medidas para poder diferenciar los vinos
analizados?. Los miembros de un cldster deben presentar elevada similitud, de esta forma se

pueden encontrar asociaciones y estructuras que no son evidentes.

En cuanto a los analisis estadisticos predictivos empleados en el estudio de compuestos
volatiles en vinos, en la mayoria de las investigaciones se aplica el andlisis discriminante®. En

10.27.3538 o5 e mas comun. Por esta via se usan

concreto el analisis discriminante lineal (LDA)
algoritmos que buscan funciones o vectores discriminantes, es decir, combinaciones lineales
que sean capaces de maximizar la varianza entre categorias, o lo que es lo mismo, establecer

una frontera capaz de delimitar las categorias en las que se encuentran las medidas.

Otras herramientas estadisticas de clasificacion presentes en la bibliografia, en menor medida,

recogen procedimientos matematicos como redes neuronales artificiales (ANN)?, regresién de
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29,31,35

minimos cuadrados parciales (PLS) combinado, en ocasiones, con el analisis discriminante

(PLS-DA)*?y analisis de variables candnicas (ECVA)™.

El objetivo de este trabajo ha consistido primero, en la puesta a punto y validacién de un
método de andlisis para compuestos volatiles en vinos, mediante cromatografia de gases y
deteccién por espectrometria de masas, empleando la extraccion en fase sélida como
tratamiento de muestra y su optimizacion mediante el empleo de herramientas como el
disefio de experimentos. Finalmente, aplicando el método analitico a una serie de muestras de
vino envejecidas mediante diferentes sistemas (clasico en barrica y acelerados con astillas y
tablones), utilizando madera de roble americana y francesa, se han establecido sus perfiles
aromaticos, para la discriminacién de las muestras a través de andlisis PCA, CA y LDA

principalmente en funcién del modo de envejecimiento.

4.2. COMPUESTOS ESTUDIADOS

La Tabla 1 recoge los 40 compuestos volatiles que fueron seleccionados para llevar a cabo el
estudio, correspondientes a los mas representativos de la fraccion volatil del vino y de

procesos de envejecimiento del vino mediante contacto con la madera.
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Tabla 1. Compuestos volatiles estudiados en la fraccidon volatil del vino.

Ne | Nombre Cientifico Férmula N Nombre Cientifico Férmula
(Nombre Comtin) (Nombre Comtin)
1-hexanal 1-fenil-1-etanona H3C
—0
1 |(n-capronaldehido) ()§/\/\/CH3 12 | (acetofenona)
CeHyp0 CgHgO
etilbenceno 2-metoxifenol OCHg
2 CHs |13 (guayacol) @
C8H10 C7H802 OH
2-pentilfurano alcohol bencilico
CoH140 @/ C,HgO
1-hexanol (%)-5-butil-4-metildihidro-2(3H)-furanona
) O n-Bu
4 15 (trans-whiskey-lactona) Ox
HO NN s oM
CeH140 oo
CHj,
2-furaldehido 2-feniletanol
5 © No 16 | (feniletil alcohol) OH
C5H402 \ / CSHIOO
2-etil-1-h I 4-metil-2-metoxifenol
eti exano CHs metil-2-metoxifeno HyC OCH,
6 17 | (4-metilguayacol)
CeH150 HO CHs CgH100
gh118 ghl10vY2 OH
1-(2-furanil) etanona o (£)-5-butil-4-metildihidro--
I 2(3H)-furanona o O «n-Bu
7 | (2-furilmetil cetona) 0 18| . . ~ :
CHg (cis-whiskey-lactona)
CoHi0; \ /)
CoH160, CHj
Benzaldehido Q Benzotiazol N
C;Hs0 C,HsNS S
trans-2-nonenal 2-metilfenol
CH
9 (|:H3 20 | (o-cresol) 3
O CH
CgH160 W( 2)s C,HgO oH
5-metil-2-furaldehido o 1H-pirrol-2-carboxaldehido H 0
10 | (5-metilfurfural) H3C\QAO 21 N \
CgHeO, \ / CsHsNO \ /
bencenacetaldehido 2-metoxi-4-etilfenol OCHs
11 | (fenilacetaldehido) |O 22 | (4-etilguayacol) H3C
CsHgO CoH1,0, OH
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(Continuacidén) Tabla 1. Compuestos volatiles estudiados en la fraccion volatil del vino.

Ne

Nombre Cientifico Férmula

(Nombre Comtin)

N¢

Nombre Cientifico Formula

(Nombre Comtin)

4-metilfenol CHg 5-hidroximetil-2-furaldehido
O
23 | (p-cresol 32
(p-cresol) /J::::j/ o o
C7HgO HO CeHeO5 \ /
4-3lil-2,6-dimetoxifenol H3CO
3-metilfenol HO CH,
(4-alilsiringol) OH
24 | (m-cresol) 33 CH,
Cy11H140
C,Hg0 11M14U3 |
OCHj
2-metoxi-4-propilfenol 4-hidroxi-3-metoxibenzaldehido
- OCH I
25 | (4-propilguayacol) n-R 3 34 (vainillina) o= OCHg
C10H1402 C8H803
OH OH
1-(4-hidroxi-3--metoxifenil) etanona
4-etilfenol (0]
HO (acetovanillona)
26 35 HaC OCH3
CgH100 3

OH

2-metoxi-4-(2propenil)-fenol

1-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-2-propanona

57 (eugenol) HoCN\ OCHj, 3 | (guayacilacetona) HsC OCH,
C10H120, C1oH1203 O
OH OH
2-metoxi-4-vinilfenol 3,5-dimetoxi- H5CO

o OCH4 -4-hidroxibenzaldehido OH
28 | (4-vinilguayacol) H C 37
CoHasO, 2 (siringaldehido) O\
C9H1004 OC:H3
2,6-dimetoxifenol 3',5-dimetoxi- H3;CO
(siringol) -4'-hidroxiacetofenona OH
29 38 ..
CsH1005 (acetosiringona) o
C10H1204
OCHg34 HaC OCHj
4-metil-2,6-dimetoxifenol 3,4,5-trimetoxifenol H3CO
(4-metilsiringol) (antiarol) OCHg
30 39
C9H1203 C9H1204
OCHg34 HO OCHj
4-hidroxi-3-metoxicinamaldehido
2-metoxi-4-(1propenil)-fenol (cis + trans) OCH,4
foril
(isoeugenol OCHg, ZZZZZ«I) ) o=
31 (cis+trans)) 40
C10H1005 OH
C1OH1202
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4.3. MATERIAL, REACTIVOS E INSTRUMENTACION
4.3.1. EQUIPOS Y MATERIAL ADICIONAL

Equipo GC-MS 7890A (Figura 1, Capitulo Ill) de Agilent Technologies (Santa Clara, CA,
EEUU).

Columna capilar ZB-WAX (60 m x 0.25 mm x 0.25 um) de alta polaridad y relleno de
polietilenglicol, de Phenomenex (Torrance, CA, EEUU).

Balanza analitica de precisién KERN ABT 220-5DM (Balingen, Alemania).

Bafio de ultrasonidos Ultrasons de JP Selecta S.A. (Barcelona, Espafia).

Colector de vacio para extraccién en fase sélida VacMaster (Hengoed, Reino Unido)
equipado con bomba de vacio Vacuubrand (Wertheim, Alemania).

Cartuchos para extraccion en fase sélida Strata—X, 33 um, relleno polimérico de 200
mg/ 6 mL suministrados por Phenomenex.

Estufa con un intervalo de temperaturas de trabajo entre 50 y 300 °C, Heraeus
(Madrid, Espaia).

Micropipetas de Eppendorf (Hamburg, Alemania).

Material de uso general de laboratorio.

4.3.2. REACTIVOS Y PATRONES

Helio calidad BIP de Carburos Metalicos (Barcelona, Espafia).
Diclorometano y metanol de calidad Pestiscan, suministrado por Labscan (Dublin,
Irlanda).
Etanol absoluto PA de Panreac (Barcelona, Espafia).
Agua ultrapura obtenida mediante los equipos Elix-5 y Compact Milli-Q de Millipore
(Bedford, MA, EEUU).
Patrones puros e individuales de los 40 compuestos volatiles de tipo alcohdlico,
carbonilico, derivados fendlicos y furdnicos, aparecen detallados en la Tabla 1. Todos
ellos de calidad analitica, de Sigma-Aldrich, Fluka y Supelco (Sigma-Aldrich
Corporation; St. Louis, MO, EEUU).
Patron puro de 2-octanol (patrén interno) de Sigma-Aldrich.
2 muestras de referencia utilizadas como blanco y preparadas en una bodega
experimental, bajo la supervision de investigadores de la Escuela de Ingenierias
Agrarias de Palencia.

é Vino sintético con una composicion etanol/agua 12% (v/v) y 3.5 g/L de

acido tartarico para ajustar el pH.
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é Vino de bodega experimental no sometido a procesos de

envejecimiento en barrica.

4.4. PREPARACION DE DISOLUCIONES PATRON

Los patrones puros fueron utilizados para preparar disoluciones madre de 10 mg/mL de cada
analito en etanol, que fueron almacenadas a -182C. A partir de ellas, mensualmente, por
dilucién con diclorometano se prepard una disolucion conteniendo 100 mg/L de cada uno de

los compuestos volatiles (disolucidn de trabajo), que se almacenaba en refrigeracion a +4°C.

Para optimizar los pardmetros del tratamiento de muestra y para preparar las dos lineas de
calibrado, en vino experimental y vino sintético, se utilizaron una serie de disoluciones
estandar de concentraciones entre 0.05 y 10 mg/L de cada volatil, partiendo de la disolucion
de trabajo y por sucesivas diluciones con diclorometano. En el caso de los compuestos volatiles
que aparecian en mayores concentraciones en la matriz de vino, se afiadieron puntos
superiores en las lineas de calibrado, llegando hasta los 25 y 50 mg/L. Todas estas disoluciones

fueron almacenadas en refrigeracion a +42C.

El patrdn interno de 2-octanol se prepard a partir de una disolucién madre de 1000 mg/L en
etanol. Su disolucién de trabajo de 10 mg/L se prepard, también mensualmente, por dilucion

con diclorometano, almacenandose a -182C y +42C respectivamente.

4.5. DETERMINACION CROMATOGRAFICA
4.5.1. CONDICIONES CROMATOGRAFICAS

El primer paso para el anadlisis de los compuestos volatiles objeto de estudio consistid en
establecer las condiciones cromatograficas que permitieran la separacién y cuantificacién de

los analitos.

A partir de la bibliografia consultada’, se realizaron pruebas variando principalmente el
programa de temperatura del horno cromatografico, estableciendo finalmente las siguientes
condiciones de trabajo:

v' Gas portador: He, 1.1 mL/min.

v" Volumen de inyeccién: 1 pL.
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v' Temperatura del inyector: 230 eC.
v Inyeccidn en modo Pulsed Splitless (sin division de flujo y con pulso de presidn).

v" Programa de temperatura del horno:

Pendiente (2C/min) Temperatura (2C) Tiempo (min)

Inicialmente 45 1.5
Rampa 1 10 100 0
Rampa 2 7.5 250 25

Temperatura de la interfase: 250 2C.
Temperatura de la fuente de iones: 240 C.

Temperatura del cuadruplo: 180 °C.

N N NN

Registro de espectros de masas en modo SIM.

4.5.2. IDENTIFICACION DE COMPUESTOS

La identificacién de los analitos se llevé a cabo mediante el analisis de los patrones individuales
en las mismas condiciones cromatograficas. Para cada uno de los analitos se obtuvo su tiempo
de retencidon y su espectro de masas mediante inyeccién en modo SCAN, utilizando la libreria
de espectros Wiley 7N. A partir de ellos se seleccionaron tanto el ién mayoritario (T) para la
cuantificacion como dos iones de confirmacién (Q;, Q,), para poder trabajar posteriormente en

modo SIM.

En la Tabla 2 aparecen detallados todos los valores que caracterizan a cada uno de los volatiles
estudiados. A modo de ejemplo la Figura 5 muestra el cromatograma de iones totales en modo
SIM obtenido para la mezcla de los 40 compuestos volatiles de interés en concentraciones de

10 mg/L.
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Tabla 2. Lista de analitos estudiados con sus respectivos tiempos de retencidn (t,), iones mayoritarios (T) e iones

de confirmacion (Q, Q) con sus porcentajes de abundancia (%Q;, %Q;).

N2 Compuestos volatiles t. (min) T Q Q, %Q; %Q,
1  1-hexanal 8.67 56.0 44.0 82.0 97.0 24.0
2 etilbenceno 9.34 91.0 106.1 77.0 32.0 8.0
3 2-pentilfurano 10.87 81.0 82.0 138.0 24.0 21.0
4 1-hexanol 12.58 56.0 69.0 84.0 34.0 7.0
5  2-furaldehido 14.6 96.0 95.0 67.0 98.0 7.0
6  2-etil-1-hexanol 14.79 57.0 83.1 98.0 24.0 8.0
7 2-furilmetil cetona 15.32 95.0 110.0 43.0 42.0 13.0
8  benzaldehido 15.76 106.0 105.0 77.0 96.0 93.0
9 trans-2-nonenal 15.84 41.1 83.0 111.0 79.0 12.0
10  5-metil-2-furaldehido 16.49 110.0 109.0 53.0 90.0 46.0
11  fenilacetaldehido 17.57 91.0 120.0 65.0 20.0 18.0
12 acetofenona 17.73 105.0 77.0 120.0 71.0 34.0
13 guayacol 20.62 109.0 124.0 81.0 81.0 63.0
14  alcohol bencilico 20.78 79.0 108.0 107.0 87.0 63.0
15  trans-whiskey-lactona 21.26 99.0 87.0 71.0 17.0 26.0
16 feniletil alcohol 21.34 91.0 92.0 122.0 56.0 27.0
17  4-metilguayacol 21.97 138.0 123.0 95.1 92.0 31.0
18 cis-whiskey-lactona 22.18 99.0 87.0 71.0 17.0 26.0
19  benzotiazol 22.21 135.0 108.0 91.0 32.0 7.0
20  o-cresol 22.46 108.0 107.0 90.0 92.0 24.0
21  1H-pirrol-2-carboxaldehido 22.89 95.0 94.0 66.0 61.0 44.0
22 A4-etilguayacol 22.95 137.0 152.0 122.0 40.0 11.0
23 p-cresol 23.51 107.0 108.0 77.0 80.0 25.0
24 m-cresol 23.62 108.0 107.0 79.1 98.0 32.0
25  4-propilguayacol 23.97 137.0 166.0 122.0 25.0 10.0
26  A4-etilfenol 24.69 107.0 122.1 77.0 33.0 16.0
27  eugenol 247 164.1 149.0 103.0 32.0 28.0
28  A4-vinilguayacol 25.06 150.0 135.0 107.0 80.0 32.0
29  siringol 25.85 154.0 139.0 111.0 46.0 26.0
30  4-metilsiringol 26.84 168.0 153.0 125.0 48.0 29.0
31 isoeugenol (cis + trans) 26.92 164.0 149.0 103.0 34.0 25.0
32 5-hidroximetil-2-furaldehido 28.62 97.0 126.0 41.0 72.0 64.0
33 4-alilsiringol 29.18 194.0 179.0 167.0 13.0 11.0
34 vainillina 29.88 151.0 152.0 123.0 91.0 16.0
35 acetovanillona 30.81 151.0 166.1 123.0 49.0 23.0
36 guayacilacetona 31.04 137.0 180.0 122.0 22.0 16.0
37 siringaldehido 37.13 182.0 181.0 167.0 60.0 11.0
38 acetosiringona 38.28 181.0 196.0 153.0 52.0 11.0
39  antiarol 39.78 169.0 184.0 141.0 63.0 47.0

40  coniferil aldehido 43.61 178.0 177.0 135.0 30.0 20.0
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4.6. PROGRAMAS ESTADISTICOS

Todos los cdlculos estadisticos se llevaron a cabo con el software Statgraphics Centurion XVI
versién 16.1.03 (Statpoint Technologies; Warrenton, VA, EEUU) y el programa IBM SPSS

Statistics version 20 (Statistical Package for the Social Sciences; Armonk, NY, EEUU).

En el tratamiento estadistico realizado con los datos obtenidos se aplicaron disefios de
experimentos a diversos pardmetros del tratamiento de muestra y, en cuanto a estadistica
descriptiva, ANOVA uni y multifactorial, analisis en componentes principales y analisis cluster,
para obtener una vision global de los datos. Por ultimo, mediante herramientas de estadistica

predictiva, se realizaron andlisis discriminantes.

4.7. TRATAMIENTO DE MUESTRA

El tratamiento de muestra llevado a cabo consistid basicamente en una etapa de extraccion en
fase sdlida, selecciondndose cartuchos poliméricos de fase reversa Strata-X, con una capacidad
de 200mg/6mL, los cuales habian dado buenos resultados para el analisis de compuestos

voldtiles en este mismo tipo de matriz.

Para establecer las condiciones finales del tratamiento de muestra, se pensd en el disefio de
experimentos. De esta forma, se estudiaron simultdneamente los efectos de todos los factores

de interés, realizando la experimentacién de forma eficaz.

4.7.1. CRIBADO DE FACTORES

El primer paso en el desarrollo del tratamiento de muestra consistio en el estudio de cada uno
de los factores que pudieran influir en la eficacia de la extraccion en fase sélida, a través de un
cribado de factores. Para ello, se seleccionaron seis factores considerados en principio
importantes: volumen de muestra (Vmuestra), Volumen total al que se diluia la muestra con agua
ultrapura (Vital), tiempo de secado de los cartuchos (tsecaqo), porcentaje de metanol en agua
para la disolucion empleada en la etapa de lavado (%MeOH), asi como el volumen de
disolucion de lavado (V)aado) Y €l volumen de diclorometano empleado en la elucidn (Vejucion)-
En la Figura 6 se muestra el esquema de la extraccion en fase sélida con las etapas

correspondientes y los factores a estudiar.
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Figura 6. Esquema del tratamiento de muestra por extraccion en fase sdlida.

Marcados en rojo los factores a estudiar mediante un diseio de cribado.

Los factores elegidos para realizar el cribado y sus respectivos intervalos de experimentacién

se muestran en la Tabla 3.

Tabla 3. Factores considerados en el cribado e intervalos de experimentacion.

Factor Unidades Nivel bajo Nivel alto
A: Viestra mL 10 25
B: Viotal mL 50 100
C: toecado min 5 30
D: Velucion mL 2 6
E: %MeOH % 0 20
F: Viavado mL 1 4
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Para llevar a cabo el cribado de factores se eligiéo un diseno factorial fraccional de modo que
Unicamente se evaluaron los efectos principales y las interacciones entre factores de primer
orden. Todo ello mediante un total de 16 experimentos, los cuales se establecieron a partir de

la matriz de experiencias desarrollada por el propio programa estadistico (Tabla 4).

Tabla 4. Matriz de experiencias en un disefio factorial fraccional con 6 factores.

Ne exp vmuestra (mL) vtotal (mL) tsecadu (mln) Velucién (mL) %MeOH Vlavado (mL)

1 25 100 30 2 20 1
2 10 100 30 2 0 1
3 10 50 30 6 20 1
4 10 50 5 6 0 4
5 25 50 30 2 0 4
6 10 50 5 2 0 1
7 10 100 5 6 20 1
8 10 100 5 2 20 4
9 10 50 30 2 20 4
10 25 50 5 2 20 1
11 25 50 5 6 20 4
12 25 100 5 6 0 1
13 10 100 30 6 0 4
14 25 100 5 2 0 4
15 25 50 30 6 0 1
16 25 100 30 6 20 4

Para el andlisis de resultados se seleccionaron los cinco compuestos volatiles siguientes: 2-
furilmetil cetona, 1H-pirrol-2-carboxaldehido, 4-etilguayacol, 4-etilfenol y guayacilacetona. Se
trataba de cinco compuestos volatiles con grupos funcionales y estructuras representativas del
conjunto de analitos estudiados en este trabajo, ademas de comprobarse en ensayos previos
que, en principio, eran volatiles que no se encontraban presentes en la matriz tomada como

referencia.

Como vino de referencia se tomd un vino de la bodega experimental no sometido a
tratamiento con madera (no envejecido). De cada uno de los compuestos anteriormente
citados se adicionaron cantidades hasta tener una concentracién de 200 pg/L en el vino de
referencia. Finalmente, como variable respuesta se selecciond la altura de pico para el ién

principal en el cromatograma obtenido en modo SIM.
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Una vez terminada la experimentacion los resultados se evaluaron en funcién de los diagramas
de pareto obtenidos para cada uno de los analitos estudiados. La Figura 7 muestra dos

diagramas de pareto obtenidos para los volatiles (a) 2-furilmetil cetona y (b) 4-etilguayacol.

— — ——
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Esemeor | [N B:V,. | [
ac | ac | [l
I AV, | 0
| o, |l
| ] BD =
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ct, | E:%MeoH | | b
w1 I — (b)
| - 1 1 1 1 1 1 P | 1 1 1 1 1 1
0 1 2 3 4 5 0 4 8 12 16 20
Efecto estandarizado Efecto estandarizado

Figura 7. Diagramas de pareto para dos compuestos volatiles: (a) 2-furilmetil cetona y (b) 4-etilguayacol.

Como se puede observar en la Figura 7a los factores que provocaban una influencia
significativa en la altura de pico para la 2-furilmetil cetona fueron el volumen de lavado asi
como el volumen de elucién, concretamente en sentido negativo, es decir que al aumentar el
volumen de lavado disminuia la altura de pico, por tanto, se perdia analito en la etapa de

lavado.

Para el caso del 4-etilguayacol, tal como se aprecia en la Figura 7b la etapa de lavado ya no
tiene una influencia significativa como en el caso de la 2-furilmetil cetona, sin embargo, el
volumen de muestra, el volumen de elucién, y la combinacidon de ambos factores (interaccion

AD) provocaba una influencia significativa para este analito.

De la misma forma se analizaron los diagramas de pareto del resto de analitos elegidos para el
cribado. Se concluyé que la etapa de lavado tan sélo provocaba efectos negativos ya que
algunos compuestos acababan eluyendo, provocando por tanto, una pérdida de eficacia. Por lo
gue se elimind la etapa de lavado de la extraccién en fase sélida, quedando descartados dos

factores: el volumen de lavado y el porcentaje de metanol. Ademds, se observod que el tiempo
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de secado tampoco resultaba influyente, asi que se fijé6 un valor intermedio del intervalo
estudiado (15 min) como parametro final en el tratamiento de muestra. Se optd por este
tiempo para estar seguros de que el cartucho se secaba por completo pero sin alargar
demasiado el tratamiento de muestra, evitando la introduccién de pequefias proporciones de

agua en la columna.

Por otro lado, se comprobé que los factores que resultaron significativos para la mayoria de los
analitos fueron el volumen de muestra, el volumen total y el volumen de elucién. Por tanto,
fueron elegidos estos factores para el siguiente disefio, es decir, para su optimizacién en el

tratamiento de muestra.

4.7.2. OPTIMIZACION MEDIANTE SUPERFICIES DE RESUESTA

Una vez seleccionados los tres factores que mayor nimero de veces presentaban influencia
significativa en los analitos estudiados y, para la busqueda de sus mejores condiciones en la
extraccidon en fase sdlida, se realizd otro disefio de experimentos. En este caso, se trataba de
un disefio central compuesto (CCD) 3° con 3 puntos centrales. La matriz de experiencias

llevada a cabo para este disefio central compuesto se refleja en la Tabla 5.

Tabla 5. Matriz de 30 experiencias para un disefio central compuesto con 3 factores y 3 puntos centrales.

N2 exp Velucién Vmuestra Vtotal Ne exp Velucién Vmuestra Vtotal
(mL) (mL) (mL) (mL) (mL) (mL)
1 1.0 10.0 100 16 4.0 10.0 75
2 4.0 10.0 50 17 2.5 17.5 100
3 2.5 10.0 75 18 1.0 25.0 50
4 2.5 17.5 75 19 2.5 17.5 75
5 2.5 10.0 100 20 4.0 25.0 50
6 4.0 17.5 75 21 1.0 25.0 100
7 1.0 17.5 75 22 1.0 10.0 50
8 4.0 10.0 100 23 1.0 25.0 75
9 2.5 25.0 50 24 4.0 25.0 100
10 1.0 17.5 100 25 2.5 17.5 75
11 4.0 17.5 100 26 2.5 17.5 75
12 2.5 17.5 50 27 1.0 17.5 50
13 2.5 25.0 75 28 1.0 10.0 75
14 4.0 25.0 75 29 2.5 25.0 100
15 4.0 17.5 50 30 2.5 10.0 50
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Después de realizar las 30 experiencias, los resultados de los mismos cinco analitos evaluados
en el diseno de cribado: 2-furilmetil cetona, 1H-pirrol-2-carboxaldehido, 4-etilguayacol, 4-
etilfenol y guayacilacetona; se evaluaron igualmente en funciéon de los diagramas de pareto

obtenidos para cada uno de los cinco analitos estudiados.

AV

* " elucion

T

cV
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CcC

B:V

muestra

AB

1 1 1 1 L
3 6 9 12 15
Efecto estandarizado

N

Figura 8. Diagrama de pareto para el analito 4-etilguayacol.

En la Figura 8 se observa el diagrama de pareto para el 4-etilguayacol, obtenido a partir del
disefio central compuesto. Como puede apreciarse, las variables significativas fueron el
volumen de elucién y el volumen total, tanto individualmente como su producto o interaccion
de primer orden (AC), ademas de ambos factores al cuadrado (AA, CC). Lo mismo pudo
deducirse de los p-valores (p-valor<0.05) de esos factores marcados con un asterisco en la

tabla del ANOVA para este analito (Tabla 6).
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Tabla 6. Tabla del ANOVA del ajuste llevado a cabo para el 4-etilguayacol.

Fuente Suma de cuadrados gdl Cuadrado medio Razon-F Valor-p
A: Vecion 4.55E+08 1 4.55E+08 2449.23 0.000*
B: Viuestra 1.47E+06 1 1.47E+06 7.89 0.067
C: Viotal 2.26E+07 1 2.26E+07 121.65 0.002*
AA 1.37E+08 1 1.37E+08 734.64 0.001*
AB 606825 1 606825 3.27 0.168
AC 1.88E+07 1 1.88E+07 101.25 0.002*
BB 731780 1 731780 3.94 0.141
BC 2.14E+06 1 2.14E+06 11.51 0.053
cc 1.71E+07 1 1.71E+07 92.04 0.002*

Falta de ajuste 2.69E+07 17 1.58E+06 8.52 0.078

Error puro 557550 3 185850

Total (corr.) 7.00E+08 29

*. Diferencias significativas al 95% de probabilidad (p-valor < 0.05).
gdl: grados de libertad

R>=92.67 %

R’ (ajustada por gdl) = 89.37 %

Error estandar del est. =431.10

Error absoluto medio = 1000.26

Estadistico Durbin-Watson = 2.3333 (P=0.8541)

Auto-correlacién residual de Lag 1 =-0.2131

A partir de la Tabla 6, ademas de los factores y las combinaciones que resultaron significativas,
se pudo concluir que los datos se ajustaban al modelo construido para esta variable, ya que no
existia falta de ajuste (p-valor>0.05). Asimismo, el modelo asi ajustado explicaba un 92.67% de

la variabilidad de los datos.

De la misma forma se interpretaron los resultados para el resto de analitos, observandose que
en todos los casos no se producia falta de ajuste, de modo que los modelos ajustados
explicaban significativamente los datos y ademas los porcentajes de varianza explicados fueron

superiores al 85%.

Ademds, para cada una de las cinco variables, se interpretaron las variaciones en la funcién

respuesta para cada uno de los factores (Veucisn, Vimuestra Y Viotal)- La Figura 9 muestra, a modo de

ejemplo, el grafico de efectos principales del compuesto volatil guayacilacetona.

38



Fraccidn voldtil de vinos para la diferenciacion del modo de envejecimiento

(X10000.0)
4 =

Guaiacilacetona
N
T
]

1} =4
’ S— 4
ol N
1 4 10 25 50 100
Ve!udén Vrnum vlnhl

Figura 9. Grafico de efectos principales para la guayacilacetona.

A partir de la Figura 9 se puede interpretar el efecto de los factores significativos. Por una
parte, cuanto mayor era el volumen de elucidn menor sefial se obtenia para el analito,
posiblemente debido a que se conseguia la elucién de casi la totalidad del compuesto en el
primer mililitro de diclorometano. En el caso del volumen de muestra, se pudo concluir que un
aumento del volumen de muestra no daba lugar a un mayor efecto matriz, es decir, que un
aumento en la cantidad de muestra apenas daba lugar a variaciones en la sefial del analito.
Finalmente, se pudo apreciar que a medida que aumentaba el volumen total de la muestra
diluida en agua ultrapura, era mayor la seiial del analito, en este caso debido probablemente a
una mejor retencion de la guayacilacetona, hasta alcanzar un maximo, a partir del cual la sefial

para el analito disminuia de nuevo.

Después de llevar a cabo el andlisis de los resultados obtenidos para cada una de las cinco
variables elegidas en este apartado, el siguiente paso consistié en establecer las condiciones
experimentales optimas para los tres factores significativos. Se llevd a cabo mediante un
diagrama de deseabilidad, donde la sefial (altura de pico) se maximizaba para cada una de las
variables respuesta. En la Figura 10 se muestra la superficie de respuesta estimada para la

deseabilidad.
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Deseabilidad

elucion

Figura 10. Superficie de respuesta para la funcion de deseabilidad estimada, en funcién de dos de los factores y

fijando el valor del tercero: V ,estra=10.0 mL. Marcado el area y el valor de mayor deseabilidad.

Tal y como se aprecia en la Figura 10 la deseabilidad decrece rdpidamente segliin aumenta el
volumen de elucién, mientras que para el volumen total de muestra diluida en agua ultrapura,
se observa como para valores bajos del factor volumen de elucidn, a partir de un valor en
torno a los 90 mL los valores de deseabilidad ya no aumentan al seguir incrementando el valor
del factor. Por tanto, este grafico de deseabilidad justifica visualmente la zona donde se
maximiza la sefal, correspondiente a la combinaciéon de valores de volumen de elucién vy

volumen total éptimos.

A su vez, la Tabla 7 especifica las condiciones dptimas de trabajo, obtenidas por el software
estadistico empleado, segun el criterio de maximizacion de respuestas multiples. Cabe

destacar que el valor experimental del volumen total de agua ultrapura utilizada para diluir la

muestra fue 93 mL.

Tabla 7. Intervalo ensayado y condiciones 6ptimas de trabajo para la extraccion en fase sélida de compuestos

volatiles en vino en cartuchos Strata-X.

Factor Nivel bajo Nivel alto Optimo
Velucisn 1.0 4.0 1.0
Vinuestra 10.0 25.0 10.0
Viotal 50.0 100.0 92.9
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4.7.3. METODO PROPUESTO
Teniendo en cuenta las conclusiones obtenidas en los apartados anteriores de cribado y
optimizacidn del proceso de extraccidn en fase sélida, se propuso el método para llevar a cabo

el tratamiento de muestra mediante extraccion en fase sélida.

La Figura 11 muestra de forma esquematica el método propuesto, apareciendo en rojo los
valores dptimos de los factores optimizados mediante respuestas multiples. Se tomaron 10 mL
de muestra de vino experimental, afiadiendo 50 pL de 2-octanol de 100 mg/L como patron
interno (pl) y se diluyeron con agua desionizada hasta un volumen final de 93 mL. Esta muestra
se paso6 por un cartucho Strata-X de 200 mg/ 6 mL, previamente acondicionado con 6 mL de
metanol y 6 mL de agua desionizada. Una vez pasada la muestra por el cartucho, éste se secd a
vacio durante 15 min. Posteriormente, la muestra contenida en el cartucho se eluyé con 1 mL
de diclorometano, recogiendo el extracto en un vial transparente de 2 mL, el cual fue

encapsulado e inmediatamente analizado en el equipo GC-MS.

L B |
[ : 6 mL MeOH
ACTIVACION i 1
10 mL vino
=)
3 PASO DE MUESTRA e
L 2
b
= 93 mL
w
= -
‘0
S
b LAVADO
o
&
w
v)
g .
fi" SECADO 15 min
w
ELUCION 1mLcHa,

Figura 11. Esquema del método propuesto para el tratamiento de muestra por extraccion en fase sélida.

Marcados en rojo los valores dptimos de los factores mas influyentes sometidos a estudio.

41



Capitulo IV

4.8. CUANTIFICACION

La cuantificacion de los 40 analitos se realizd por el procedimiento del patrén interno, util para
corregir las variaciones que ocurrian durante el método y el andlisis instrumental. Como
patrén interno se utilizé un compuesto volatil que no estaba presente en la matriz de vino, con
una naturaleza similar a los analitos de estudio, que proporcionase un pico cromatografico
bien resuelto y cuya elucion estuviera cerca de los analitos de interés pero sin interferir. Se
eligio el volatil 2-octanol, afiadiéndose 50 pL de una concentracion de 100 mg/L a las muestras

y realizandose las lineas de calibrado correspondientes en vino sintético y vino experimental.

4.9. VALIDACION DEL METODO

Una vez puesto a punto el método de analisis, el siguiente paso consistié en la validacion del
mismo. Para ello se tuvo en cuenta la guia EURACHEM®, llevandose a cabo la validacién en
términos de linealidad, limites de deteccidn y cuantificaciéon, asi como en términos de

exactitud y precision.

4.9.1. LINEALIDAD

En primer lugar, se realizd un ensayo en blanco del vino experimental tomado como
referencia, evaluando qué analitos de todos los analizados se encontraban presentes y cudles
no. A partir de este ensayo previo se decidié llevar a cabo la calibracion tanto en el vino de
referencia o experimental como en el vino sintético (EtOH/H,0 12% (v/v) con 3.5 g/L de acido
tartarico) considerado como una forma de emular la matriz hidro-alcohdlica, aplicando todo el

tratamiento de muestra propuesto.

En la Tabla 8 se muestran los resultados correspondientes a los intervalos de calibracién, asi

como los datos de la regresion para cada analito de interés (pendiente y R?).
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Tabla 8. Intervalos de calibracién, parametros de la regresion, limites de deteccion (LOD) y cuantificaciéon (LOQ)

para cada analito en la matriz en la cual se realizé la calibracion.

Intervalo

Parametros

Ne Compuesto volatil N!at”z calibracion regresion Ml e iy,
calibrado

(mg/L) Pendiente R? LOD LOQ
1 1-hexanal VS 0.005-0.25 1105.9 0.9985 0.002 0.005
2 etilbenceno VS 0.005 —0.25 9607.9 0.9920 0.001 0.003
3 2-pentilfurano VS 0.005-0.25 5788.5 0.9972 0.001 0.003
4 1-hexanol VS 0.25-25 3278.6 0.9966 0.001 0.003
5 2-furaldehido VS 0.005-1 639.84 0.9995 0.002 0.005
6 2-etil-1-hexanol VS 0.005-0.25 9685.8 0.9991 0.001 0.003
7 2-furilmetil cetona VE 0.005 -0.25 3513.9 0.9922 0.001 0.003
8 benzaldehido VS 0.10-10 4172.1 0.9991 0.001 0.003
9  trans-2-nonenal VS 0.005-1 1277.5 0.9946 0.002 0.005
10 5-metil-2-furaldehido VS 0.005-5 2360.9 0.9996 0.001 0.003
11 fenilacetaldehido VS 0.005-0.25 4481.5 0.9987 0.001 0.003
12  acetofenona VS 0.001-0.25 12284 0.9983 0.0005 0.001
13 guayacol VS 0.005-0.25 7456.6 0.9931 0.001 0.003
14  alcohol bencilico VS 0.005-5 1248.9 0.9946 0.002 0.005
15 trans-whiskey-lactona VS 0.025-5 814.97 0.9969 0.002 0.005
16 feniletil alcohol VS 0.5-25 43339 0.9918 0.001 0.003
17 4-metilguayacol VE 0.005-0.25 5192.9 0.9990 0.001 0.003
18 cis-whiskey-lactona VS 0.005-5 3187.5 0.9996 0.001 0.003
19 benzotiazol VE 0.005 - 0.25 8341.5 0.9995 0.0005 0.001
20 o-cresol VE 0.005 - 0.25 6327.5 0.9980 0.001 0.003
21 1H-pirrol-2-carboxaldehido VE 0.005-1 915.69 0.9996 0.002 0.005
22 4-etilguayacol VE 0.005 -1 13818 0.9989 0.0005 0.001
23 p-cresol VE 0.005 - 0.25 4832.7 0.9989 0.001 0.003
24 m-cresol VE 0.001 -0.25 4221.3 0.9991 0.0005 0.001
25 4-propilguayacol VE 0.001 -0.25 25141 0.9996 0.0005 0.001
26 A4-etilfenol VE 0.005-10 10737 0.9995 0.0005 0.001
27 eugenol VE 0.005 -0.25 5744.2 0.9998 0.001 0.003
28 A4-vinilguayacol VE 0.005-0.25 3635.1 0.9902 0.001 0.003
29 siringol VE 0.005-1 5471.2 0.9999 0.001 0.003
30 4-metilsiringol VS 0.010-1 6546.4 0.9998 0.001 0.003
31 isoeugenol (cis+trans) VE 0.005-0.25 4302.3 0.9965 0.001 0.003
32 5-hidroximetil-2-furaldehido VE 0.10-2 131.61 0.9971 0.05 0.1
33 A4-alilsiringol VS 0.005-0.50 2498.7 0.9982 0.001 0.003
34 vainillina VS 0.005-5 3656.0 0.9996 0.001 0.003
35 acetovanillona VS 0.005-0.50 5640.4 0.9932 0.001 0.003
36 guayacilacetona VS 0.005-1 8043.5 0.9998 0.001 0.003
37 siringaldehido VE 0.05-5 1820.5 0.9986 0.002 0.005
38 acetosiringona VS 0.005-1 2988.8 0.9944 0.001 0.003
39 antiarol VS 0.05-5 909.02 0.9999 0.005 0.01
40 coniferil aldehido VE 0.005 - 0.25 554.56 0.9962 0.002 0.005

VS: vino sintético.
VE: vino experimental.

43



Capitulo IV

Como se puede observar en la Tabla 8 la calibracién se realizé6 unicamente en el vino
experimental (VE) cuando se habia comprobado previamente mediante un analisis en blanco
que el analito no se encontraba en la propia matriz, pudiéndose realizar por tanto una
calibracion matriz-patrén. En aquellos casos en los que el volatil se encontraba presente en la

matriz la calibracion se realizé en el vino sintético (VS).

Los intervalos de linealidad en la mayoria de los casos comprendian entre los 5y los 250 pg/L,
aunque en el caso del feniletil alcohol el limite superior en el intervalo lineal se elevd hasta los
25 mg/L, por ser un compuesto muy abundante en vinos, teniendo que diluir las muestras para

poder cuantificarlo.

4.9.2. LIMITES DE DETECCION Y CUANTIFICACION

La Tabla 8 también muestra los limites de deteccién y cuantificacion experimentales,
calculados como las concentraciones equivalentes a una sefal 3 y 10 veces la relacion

sefial/ruido, respectivamente.

Los valores de los limites de deteccion abarcaban un intervalo entre 0.5 y 50 pg/L,
independientemente de la linea de calibrado utilizada. A su vez, la mayoria de los limites de

cuantificacion englobaban valores entre 1y 100 ug/L.

4.9.3. EXACTITUD Y PRECISION

La Tabla 9 muestra los porcentajes de recuperacién (% Rec) y sus desviaciones estandar
relativas (% RSD) obtenidos para cada analito analizado a dos niveles de concentracién en
muestras: 0.01 y 0.1 mg/L. A través de estos valores, se calcularon la exactitud y precisién del

método.

Para evaluar ambos pardmetros se realizd por quintuplicado un andlisis en blanco del vino
experimental (VE) y sintético (VS) al que se habia adicionado una cantidad conocida de patron,
sometiéndose el vino al tratamiento de muestra puesto a punto. Una vez realizada la
cuantificacidn y calculados los porcentajes de recuperacion como medida de la exactitud del

método, se calcularon las desviaciones estandar relativas como medida de la precision.
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Tabla 9. Valores para la evaluacidn de la exactitud y la precision del método a dos niveles de concentracién (0.01

y 0.1 mg/L).

Exactitud y precision

Matriz

N2 Compuesto volatil SRR 0.01 mg/L 0.1 mg/L

% Rec % RSD % Rec % RSD
1 1-hexanal VS 95.3 11.6 100.0 7.3
2 etilbenceno VS 101.8 6.1 99.4 4.0
3 2-pentilfurano VS 87.7 8.8 101.6 3.5
4  1-hexanol VS 9.8° 33 106.7° 8.9
5 2-furaldehido VS 96.9 4.4 96.4 6.9
6 2-etil-1-hexanol VS 92.1 3.5 95.4 34
7  2-furilmetil cetona VE 90.9 9.1 101.1 3.7
8 benzaldehido VS 100.0° 1.4 101.0° 3.5
9 trans-2-nonenal VS 108.9 4.6 107.0 4.9
10 5-metil-2-furaldehido VS 96.2 9.2 97.4 4.3
11 fenilacetaldehido VS 101.9 4.8 109.8 9.3
12 acetofenona VS 97.1 2.7 100.8 3.3
13 guayacol VS 111.1 4.5 101.7 4.6
14 alcohol bencilico VS 95.7 3.9 99.3 5.8
15 trans-whiskey-lactona VS 95.9 10.9 102.9 10.5
16 feniletil alcohol VS 110.4° 9.4 95.8° 2.7
17 4-metilguayacol VE 101.3 4.6 105.1 2.6
18 cis-whiskey-lactona VS 92.6 7.9 99.7 2.1
19 benzotiazol VE 104.9 5.8 103.9 2.0
20 o-cresol VE 98.3 6.0 114.4 4.5
21 1H-pirrol-2-carboxaldehido VE 95.4 8.5 113.1 6.2
22 4-etilguayacol VE 98.1 5.5 107.9 5.4
23 p-cresol VE 96.9 6.1 103.5 5.8
24 m-cresol VE 101.2 7.7 101.0 8.4
25 4-propilguayacol VE 97.1 3.4 105.3 1.5
26 A4-etilfenol VE 93.0 6.7 101.8 1.6
27 eugenol VE 99.2 5.3 103.8 7.3
28 4-vinilguayacol VE 99.7 3.8 105.9 9.9
29 siringol VE 98.3 5.6 98.9 6.9
30 4-metilsiringol VS 95.5 8.2 117.7 5.2
31 isoeugenol (cis+trans) VE 100.2 9.5 101.2 3.5
32 5-hidroximetil-2-furaldehido VE 96.2° 5.5 98.3° 9.0
33 4-alilsiringol VS 100.2 8.2 119.3 8.6
34 vainillina VS 99.3 3.5 95.6 0.7
35 acetovanillona VS 100.9 8.8 96.8 3.3
36 guayacilacetona VS 91.1 6.3 104.6 34
37 siringaldehido VE 102.4° 4.2 102.3° 3.1
38 acetosiringona VS 93.7 11.8 100.8 10.5
39 antiarol VS 97.7° 4.9 109.6° 12.7
40 coniferil aldehido VE 72.7 18.3 99.2 10.0

®: niveles de concentracién 0.5y 5 mg/L. ®. niveles de concentracién 0.1 y 1 mg/L.
%Rec: % recuperacion. RSD: desviacidn estandar relativa del % de recuperacion.
VS: vino sintético. VE: vino experimental.
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Como se aprecia en la Tabla 9, la mayoria de porcentajes de recuperacion se encontraban
proximos al 100%. Concretamente, en ambos niveles de concentracién, un 90% de los analitos
presentaban valores entre el 90 y el 110%. A pesar de aparecer tres analitos con porcentajes
de recuperacion mas alejados del 100%: 4-metilsiringol (117.7%) y 4-alilsiringol (119.3%) en el
nivel de concentracion de 0.1 mg/L, y coniferil aldehido (72.7%) en el nivel de concentracién
inferior, de 0.01 mg/L, sus limites de deteccién y cuantificacidn e intervalos de calibrado no
destacaron del resto de analitos. De forma que los parametros de la regresion permitian llevar
a cabo una cuantificacién de estos compuestos, a pesar de su menor recuperacion en el
tratamiento de muestra, lo cual, cuando se trata de analisis multicomponente, en ocasiones

resulta inevitable.

Por tanto, los porcentajes de recuperacién revelaron que las concentraciones calculadas
mediante la calibracion se ajustaban con bastante exactitud a la cantidad de patron afadida,

es decir que se pudo concluir que el método era exacto.

Con respecto a la repetibilidad como medida de la precision del método, las desviaciones
estandar relativas fueron inferiores al 10% en el 90% de los casos, en ambos niveles de
concentracién. El resto de porcentajes, excepto para uno de los % RSD del coniferil aldehido
(18.3%), fueron superiores pero siempre por debajo de un 13%, con lo cual se pudo confirmar

qgue el método ademas de exacto era preciso.

4.10. APLICACION DEL METODO

Las 35 muestras de vino analizadas aparecen enumeradas en la Tabla 10, pertenecen a la
denominacién de origen Ribera del Duero, de las cuales 20 fueron envejecidas de manera
convencional en barrica de roble americano o francés, y 9 y 6 fueron sometidas a sistemas de
envejecimiento con astillas y tablones respectivamente, con el mismo tipo de madera que las

envejecidas en barrica.
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Tabla 10. Lista de muestras de vinos Ribera de Duero, especificando el sistema de envejecimiento utilizado y el

origen de la madera de roble utilizada para ello.

Muestra

Sistema envejecimiento

Origen madera

© 00 N O Ul b W N B
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U b W N FP O OOWOWNOUEBAS WNEREOOOWOWNO UMM WNEO

Astillas
Astillas
Tablones
Tablones
Barrica
Barrica
Astillas
Tablones
Barrica
Astillas
Tablones
Barrica
Astillas
Astillas
Astillas
Barrica
Barrica
Astillas
Astillas
Tablones
Tablones
Barrica
Barrica
Barrica
Barrica
Barrica
Barrica
Barrica
Barrica
Barrica
Barrica
Barrica
Barrica
Barrica
Barrica

Americano
Americano
Americano
Americano
Americano
Americano
Americano
Americano
Americano
Francés
Francés
Francés
Francés
Francés
Francés
Francés
Francés
Francés
Francés
Francés
Francés
Francés
Francés
Americano
Americano
Americano
Americano
Americano
Americano
Francés
Francés
Francés
Francés
Francés
Francés
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4.11. RESULTADOS Y DISCUSION
4.11.1. DETERMINACION DE VOLATILES EN MUESTRAS DE VINO

En la Figura 12 se comparan dos cromatogramas obtenidos para dos muestras de vinos

envejecidas en barrica y mediante tablones, respectivamente.
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Figura 12. Cromatogramas de muestras de vino envejecidas en (a) barrica y (b) mediante un sistema acelerado

con tablones.

Como se puede apreciar mediante la comparacién de la Figura 12a y 12b, el perfil de
compuestos es diferente para vinos envejecidos en barrica con respecto a vinos envejecidos
mediante tablones. Estas diferencias encontradas visualmente a priori pueden contrastarse
mediante las medidas estadisticas descriptivas para los 40 compuestos volatiles, que se

reflejan en la Tabla 11.
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Tabla 11. Medidas estadisticas descriptivas del contenido de fraccidn volatil en vinos con astillas, barricas y

tablones como sistemas utilizados para el envejecimiento del vino.

Estadisticos descriptivos

e Astillas Barricas Tablones

Media *IC (95%) Media IC (95%) Media IC (95%)

(mg/L) Inf. Sup. (mg/L) Inf. Sup. (mg/L) Inf. Sup.
1-hexanal 0.107 0.060 0.154 0.070 0.054 0.086 0.055 0.021 0.088
etilbenceno 0.053 0.039 0.066 0.035 0.030 0.041 0.032 0.027 0.036
2-pentilfurano 0.009 0.006 0.012 0.006 0.005 0.008 0.009 0.007 0.011
1-hexanol 14.3 119 16.8 115 103 12.8 140 100 18,0
2-furaldehido 0.207 0.028 0.386 0.256 0.142 0.370 0.368 0.008 0.728
2-etil-1-hexanol 0.022 0.009 0.034 0.010 0.007 0.013 0.007 0.000 0.014
2-furilmetilcetona 0.056 0.044 0.067 0.544 0.344 0.743 0.795 0.000 1.70
benzaldehido 0.193 0.133 0.253 0.140 0.106 0.174 0.178 0.123 0.232
trans-2-nonenal 0.355 0.263 0.447 0.238 0.184 0.293 0.341 0.169 0.513
5-metil-2-furaldehido 0.020 0.005 0.035 0.113 0.264 0.200 0.416 0.000 1.025
fenilacetaldehido 0.143 0.134 0.153 0.120 0.110 0.130 0.125 0.111 0.139
acetofenona 0.006 0.002 0.009 0.003 0.002 0.006 0.002 0.000 0.003
guayacol 0.072 0.053 0.091 0.072 0.054 0.089 0.103 0.042 0.163
alcohol bencilico 2.56 0.984 4.14 1.28 0.745 1.81 2.52 0.346 4.71
trans-whiskey-lactona 0.393 0.319 0.467 0.887 0.620 1.15 0.397 0.127 0.667
feniletil alcohol 190 170 210 156 141 171 179 162 196
4-metilguayacol 0.083 0.039 0.127 0.039 0.020 0.059 0.080 0.000 0.162
cis-whiskey-lactona 1.51 0.371 2.64 2.65 1.63 3.67 3.19 0.735 5.65
benzotiazol 0.011 0.008 0.013 0.012 0.011 0.014 0.011 0.005 0.016
o-cresol 0.009 0.008 0.010 0.007 0.006 0.008 0.009 0.006 0.013
1H-pirrol-2-carboxaldehido 0.122 0.000 0.266 0.197 0.133 0.261 0.444 0.339 0.548
4-etilguayacol 0.243 0.000 0.615 0.123 0.000 0.292 0.794 0.146 1.44
p-cresol 0.012 0.011 0.013 0.011 0.010 0.012 0.013 0.009 0.018
m-cresol 0.002 0.000 0.003 0.002 0.001 0.003 0.004 0.002 0.006
4-propilguayacol 0.004 0.000 0.010 0.003 0.000 0.006 0.018 0.000 0.054
4-etilfenol 2.41 0.00 6.13 1.14 0.00 2.77 6.55 0.469 12.6
eugenol 0.059 0.031 0.087 0.140 0.103 0.177 0.137 0.031 0.242
4-vinilguayacol 0.014 0.010 0.018 0.010 0.008 0.012 0.016 0.013 0.019
siringol 0.561 0.479 0.643 0.504 0.414 0.594 0.537 0.357 0.717
4-metilsiringol 0.290 0.090 0.491 0.110 0.053 0.168 0.155 0.011 0.299
isoeugenol (cis+trans) 0.005 0.002 0.007 0.005 0.004 0.007 0.005 0.001 0.008
5-hidroximetil-2-furaldehido 0.357 0.294 0.420 0311 0274 0347 0.401 0.296 0.506
4-alilsiringol 0.243 0.136 0.349 0.253 0.192 0.313 0.258 0.092 0.425
vainillina 0.855 0.376 1.33 0.686 0.450 0.923 0.847 0.218 1.476
acetovanillona 0.362 0.272 0.453 0.202 0.152 0.251 0.287 0.211 0.364
guayacilacetona 0.308 0.118 0.499 0.441 0.281 0.601 0.588 0.000 1.20
siringaldehido 1.96 0.470 3.45 1.069 0.644 1.49 1.43 0.195 2.66
acetosiringona 0.836 0.498 1.17 0.487 0.393 0.580 0.608 0.452 0.763
antiarol 0.431 0.210 0.653 0.319 0.221 0.417 0.429 0.000 0.897
coniferil aldehido 0.050 0.035 0.067 0.048 0.040 0.056 0.053 0.027 0.079

*IC: Intervalo de confianza de la media. Inf.: inferior. Sup.: superior.
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La Tabla 11 muestra que el compuesto mayoritario encontrado en los vinos, en cuanto al perfil
aromatico se refiere, fue el feniletil alcohol, compuesto caracteristico producto del contacto
del vino con madera, tratdndose ademas del componente mayoritario en todas las muestras
de vino independientemente del sistema de envejecimiento. El siguiente compuesto en cuanto
a abundancia en los vinos analizados fue el 1-hexanol, con concentraciones medias entre 11y

15 mg/L.

Con una abundancia entre 1 y 6 mg/L se encontraron una serie de compuestos como alcohol
bencilico, 4-etilfenol, cis-whiskey-lactona y siringaldehido. El resto de compuestos que
formaban el perfil de volatiles de los vinos se encontraron en menores concentraciones,
variando desde: por encima de los 100 pg/L como en el caso del 4-etilguayacol o la vainillina,
hasta del orden de los 20 pg/L del p-cresol o el 4-vinilguayacol, todos ellos compuestos
importantes en la caracterizacidon del aroma de los vinos y que tienen casi todos su origen en

los procesos de envejecimiento en contacto con la madera.

4.11.2. ANALISIS DE VARIANZA

Viendo las diferencias en cuanto al perfil que presentaban a priori los vinos analizados en
funcidn de su sistema de envejecimiento, se realizé un estudio de las posibles diferencias entre
los vinos analizados, segun el sistema de envejecimiento o el origen de la madera de roble

utilizados para dicho proceso.

Para ello, se realizaron ANOVAS de un factor en cada una de las variables. Ademas, se llevd a
cabo un ANOVA de factores combinados para estudiar las posibles diferencias en el contenido
de compuestos volatiles, en funciéon de ambos factores, es decir, de la combinacién entre el
sistema de envejecimiento (barrica o sistemas acelerados: astillas y tablones) y el origen de la

madera de roble usada para el mismo (francés o americano).

En la Tabla 12 se muestran los resultados obtenidos en los ANOVAS realizados para cada

variable, marcando en color rojo los valores de las variables que presentaban diferencias

significativas con una confianza del 95% (p-valor < 0.05).
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Tabla 12. Significacidn (p-valor) para cada variable estudiada en funcion del sistema de envejecimiento, el origen

de la madera y la interaccién entre ambos factores.

Factor

Variable Sistema

L Origen madera Sistema " Origen
envejecimiento

1-hexanal 0.045%* 0.002* 0.001*
etilbenceno 0.003* 0.026* 0.007*
2-pentilfurano 0.071 0.727 0.803
1-hexanol 0.048* 0.724 0.967
2-furaldehido 0.499 0.906 0.865
2-etil-1-hexanol 0.008* 0.275 0.001*
2-furilmetilcetona 0.120 0.584 0.563
benzaldehido 0.164 0.320 0.727
trans-2-nonenal 0.049* 0.869 0.995
5-metil-2-furaldehido 0.026* 0.914 0.683
fenilacetaldehido 0.014* 0.892 0.568
acetofenona 0.064 0.029* 0.232
guayacol 0.224 0.340 0.424
alcohol bencilico 0.078 0.083 0.098
trans-whiskey-lactona 0.012* 0.595 0.860
feniletil alcohol 0.014%* 0.920 0.761
4-metilguayacol 0.075 0.740 0.523
cis-whiskey-lactona 0.253 0.231 0.772
benzotiazol 0.468 0.661 0.830
o-cresol 0.026* 0.500 0.943
1H-pirrol-2-carboxaldehido 0.001* 0.678 0.751
4-etilguayacol 0.010%* 0.739 0.995
p-cresol 0.133 0.359 0.177
m-cresol 0.055 0.949 0.874
4-propilguayacol 0.095 0.567 0.124
4-etilfenol 0.036* 0.593 0.856
eugenol 0.302 0.991 0.121
4-vinilguayacol 0.007* 0.832 0.925
siringol 0.692 0.200 0.483
4-metilsiringol 0.040%* 0.841 0.416
isoeugenol (cis+trans) 0.896 0.667 0.748
5-hidroximetil-2-furaldehido 0.061 0.464 0.282
4-alilsiringol 0.973 0.444 0.430
vainillina 0.684 0.232 0.608
acetovanillona 0.002%* 0.957 0.989
guayacilacetona 0.366 0.619 0.622
siringaldehido 0.236 0.209 0.329
acetosiringona 0.013* 0.533 0.221
antiarol 0.513 0.540 0.849
coniferil aldehido 0.856 0.313 0.073

*: Diferencias significativas al 95% de probabilidad (p-valor < 0.05).
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De los factores estudiados, el sistema de envejecimiento utilizado es el factor que mas
diferencias significativas presenta, en concreto en 17 variables, concretamente en ocho
carbonilos, un derivado bencénico y ocho alcoholes. Se han encontrado diferencias
significativas tanto en compuestos caracteristicos del contacto con la madera, mayoritarios
como el feniletil alcohol, y minoritarios como 1-hexanal y etilbenceno; como también en
aquellos compuestos volatiles muy importantes en la caracterizacién organoléptica de los

vinos, como son los derivados del guayacol y del siringol.

Por otro lado, el origen de la madera sélo presenta diferencias significativas en tres variables y
con respecto a la influencia debida a la interaccién de ambos factores (sistema-origen), tan
solo se han encontrado diferencias significativas también para tres compuestos: 1-hexanal,

etilbenceno y 2-etil-1-hexanol.

Estas diferencias significativas pueden contrastarse mediante diagramas box-plot de cada
variable. Como ejemplo se muestra en la Figura 13 la concentracion de 1-hexanal en funcidn

del sistema de envejecimiento.
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Figura 13. Box-plot correspondiente al perfil de la concentracion de 1-hexanal en funcién

del sistema de envejecimiento del vino.
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Como se puede apreciar en la Figura 13, las diferencias significativas encontradas para la
concentracion de 1-hexanal pueden explicarse por el mayor contenido para este compuesto en

muestras envejecidas mediante astillas.

4.11.3. ANALISIS DE COMPONENTES PRINCIPALES

Después de realizar los andlisis de varianza y comprobar las diferencias significativas para las
muestras de vino en funcion del sistema de envejecimiento y el origen de la madera de roble
utilizada, el siguiente paso consistidé en obtener una visidn global de los mismos. Al contar con
un numero elevado de variables, el siguiente paso en el tratamiento de datos mediante

estadistica descriptiva consistié en realizar un analisis en componentes principales (PCA).

En primer lugar, se contrastd la idoneidad del proceso de obtencion de componentes
mediante el test de esfericidad de Barlett. La significacion obtenida permitié considerar la

matriz de correlaciones adecuada para realizar el PCA.

En la Tabla 13 aparecen los valores propios y el porcentaje de varianza explicada por cada
componente principal normalizada. Ademas, se realizd una rotacién de las componentes con el
objetivo de hacer mds sencilla la interpretacion de los pesos de las variables en las
componentes, ya que se maximizaban los pesos de las variables en algunas componentes,
mientras que para el resto se minimizaban. El método de rotacién empleado fue la

normalizacién Varimax con Kaiser.

Tabla 13. Varianza total explicada y autovalores en el analisis de componentes principales.

Suma de las saturaciones al cuadrado de la rotacion

Componente
Total % de la varianza % acumulado
1 8,705 21,231 21,231
2 7,149 17,436 38,667
3 5,066 12,357 51,024
4 4,508 10,995 62,019
5 3,243 7,910 69,929
6 3,104 7,570 77,499
7 1,910 4,659 82,158
8 1,596 3,893 86,050

Método de extraccion: Analisis de Componentes Principales
Método de rotacion: Normalizacion Varimax con Kaiser.
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La Tabla 13 muestra que, mediante las dos primeras componentes se explica el 39% de la
variabilidad de los datos de origen. Pero ademas, se recogen hasta ocho componentes ya que,
de esta forma, se conseguiria explicar casi completamente la variabilidad de los datos
originales. De esta forma, la reduccion de la dimensionalidad se consideré adecuada, al pasar
de cuarenta variables a ocho componentes, manteniendo un porcentaje aceptable de

variabilidad explicada, un 86%.

En la Tabla 14 se muestran los pesos de cada una de las variables analizadas en cada una de las

ocho componentes. Para una interpretacién mas sencilla se han suprimido de la tabla los pesos

menos significativos (inferiores a 0.70).
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Tabla 14. Pesos de los compuestos estudiados en las ocho primeras componentes.

Variable

Componente

5

1-hexanal
etilbenceno
2-pentilfurano
1-hexanol
2-furaldehido
2-etil-1-hexanol
2-furilmetilcetona
benzaldehido
trans-2-nonenal
5-metil-2-furaldehido
fenilacetaldehido
acetofenona
guayacol

alcohol bencilico
trans-whiskey-lactona
feniletil alcohol
4-metilguayacol
cis-whiskey-lactona
benzotiazol

o-cresol

1H-pirrol-2-carboxaldehido

4-etilguayacol
p-cresol

m-cresol
4-propilguayacol
4-etilfenol

eugenol
4-vinilguayacol
siringol
4-metilsiringol
isoeugenol (cis+trans)

5-hidroximetil-2-furaldehido

4-alilsiringol
vainillina
acetovanillona
guayacilacetona
siringaldehido
acetosiringona
antiarol

coniferil aldehido

0.750
0.877

0.704

0.935

0.803

0.788
0.740

0.936
0.890

*

*: peso < 0.700
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Como se puede observar en la Tabla 14, las dos primeras componentes estarian definidas por
volatiles relativamente abundantes en vinos como el 1-hexanol, asi como por alcoholes
derivados del guayacol como el 4-metilguayacol, 4-etilguayacol y 4-vinilguyacol; y otros
compuestos considerados en la bibliografia como componentes importantes del aroma de los
vinos, como son la vainillina, acetovainillona y acetosiringona. Con respecto a la tercera y
cuarta componentes, segun la Tabla 13, engloban un 23% de la variabilidad original de los
datos y vendrian determinadas principalmente por 1-hexanal, etilbenceno, 2-furilmetilcetona,
acetofenona y guayacilacetona, compuestos caracteristicos del contacto del vino con la

madera en procesos de envejecimiento.

Una vez obtenidos los pesos para cada variable en cada componente, se procedid a
representar las muestras analizadas en el espacio de las dos primeras componentes, mediante
el calculo de las puntuaciones factoriales de cada una de las muestras. En la Figura 14 se

muestra la representacion obtenida en funcién del sistema de envejecimiento.

Sistema
® Astillas
3.000 @ Tablones
® Barrica
e e
L]
2.000-
€
[
o~
]
1
S  1.000-
c
o a
£
] . .
o ® ®
0.000- . ®
®
. .J. @ :
o, o @
[ ] @ ‘
10004 ®
™
-2.000 T T I T T
-1.000 0.000 1.000 2.000 3.000

Componente 1

Figura 14. Diagrama de dispersion de las puntuaciones factoriales de los vinos, diferenciadas

por su sistema de envejecimiento, en el plano de las componentes 1y 2.
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Visualmente en la Figura 14, no se aprecia una clara diferenciacién entre los tres grupos de
muestras, sin embargo, si que existen agrupamientos de muestras similares sometidas al
mismo sistema de envejecimiento. Se puede destacar, como ejemplo, las puntuaciones
elevadas en la segunda componente, para un grupo de muestras envejecidas mediante
astillas. En ellas se puede afirmar que presentaban concentraciones mas elevadas de 4-
metilguayacol, 4-metilsiringol, vainillina, acetovanillona, siringaldehido y acetosiringona, que el

resto de muestras analizadas y envejecidas en barricas o mediante tablones.

De la misma forma, se puede apreciar en la Figura 14, que las muestras envejecidas en barrica
poseian, en lineas generales, menores puntuaciones en la primera componente que aquellas
que habian sido sometidas a procesos de envejecimiento mediante astillas o tablones. Por lo
tanto, se pudo afirmar de una forma general que las muestras envejecidas en barrica poseian
menores contenidos en aquellos compuestos mdas mayoritarios, con la excepcién del feniletil
alcohol, en el perfil aromatico de los vinos como el 1-hexanol, alcohol bencilico y 4-etilfenol,

por ejemplo.

Por otra parte, en la Figura 15 se muestra la representacion de las muestras analizadas en el
espacio de las dos primeras componentes, pero esta vez etiquetadas segun el origen de la

madera empleada para el sistema de envejecimiento.

En este caso, no se puede observar ninguna diferencia entre el origen americano y francés de
la madera empleada en el envejecimiento, en cuanto a la representacién de las dos primeras
componentes del PCA. De modo que las posibles diferencias entre muestras se sospecha que
se deben principalmente a su sistema de envejecimiento (Figura 14) y no al origen de la

madera.

Por tanto, se continla observando el comportamiento de las muestras de vino en funciéon del
sistema de envejecimiento. En la Figura 16 se muestra la representacion de las muestras
analizadas en el espacio de la tercera y cuarta componente, etiquetadas segun el sistema de

envejecimiento empleado.
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Figura 15. Diagrama de dispersion de las puntuaciones de los vinos, diferenciadas por la naturaleza

de la madera utilizada para el envejecimiento de los vinos, en el plano de las componentes 1y 2.
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Se observa en la Figura 16 que la mayoria de muestras envejecidas mediante astillas
presentaban puntuaciones elevadas en la cuarta componente principal, de modo que se puede
afirmar que presentaban concentraciones mas elevadas en compuestos caracteristicos del

contacto con madera como acetofenona, etilbenceno y 1-hexanal.

4.11.4. ANALISIS CLUSTER

Continuando con la estadistica descriptiva, se llevé a cabo un analisis clister (CA) con el
objetivo de buscar posibles agrupamientos de muestras con similares perfiles aromaticos vy
comprobar si estos cluster estaban formados por vinos sometidos a un mismo sistema de

envejecimiento, factor que ha resultado significativo en el andlisis en componentes principales.

En la Figura 17 se observa el cluster obtenido con el criterio de proximidad establecido

mediante la distancia euclidea.

A partir del dendrograma, se deduce que existian principalmente cuatro agrupamientos de
muestras similares que, segln el sistema de envejecimiento se podrian dividir en: dos zonas
distintas correspondientes a vinos envejecidos en barrica, una zona constituida practicamente
por la totalidad de muestras envejecidas mediante astillas y otro agrupamiento mas, no tan
claro en cuanto a su clasificacién en un sistema concreto, ya que se trataba de muestras

envejecidas tanto en barrica como con tablones.
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Figura 17. Dendrograma de conglomerados de distancia re-escalados.
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4.11.5. ANALISIS DISCRIMINANTE

Una vez finalizado el andlisis de los resultados mediante estadistica descriptiva, se llevd a cabo
un analisis mediante estadistica predictiva. En esta seccion se exponen los resultados
obtenidos para la discriminacion de las 35 muestras, en funcion del sistema de envejecimiento

al cual fueron sometidos los vinos.

4.11.5.1. DISCRIMINACION CONJUNTA

En primer lugar, se realizd un analisis discriminante candnico para separar los vinos de los tres
tipos de sistema de envejecimiento en un solo paso. Se llevé a cabo una seleccidn previa de
variables segun el criterio de menor lambda de Wilks. En la Tabla 15 se muestran los
coeficientes estandarizados para las variables con mayor poder discriminante de cada grupo o

sistema de envejecimiento en cada funcién candnica discriminante.

Tabla 15. Coeficientes estandarizados de las funciones candnicas

en la discriminacion entre el sistema de envejecimiento.

Coeficientes estandarizados

Funcion
Variable
1 2
trans-2-nonenal 1.358 -0.677
acetofenona 0.592 0.280
trans-whiskey-lactona -0.131 0.949
1H-pirrol-2-carboxaldehido -1.672 -0.258

Funciones discriminantes candnicas no tipificadas evaluadas en las
medias de los grupos

Como se puede observar en la Tabla 15, las variables con mayor poder discriminante son
trans-2-nonenal y trans-whiskey-lactona, compuestos muy importantes en la caracterizacién
aromatica de los vinos, junto con acetofenona y 1H-pirrol-2-carboxaldehido, compuestos

caracteristicos y especificos del contacto del vino con la madera.

Una vez construidas las funciones discriminantes candnicas, se calcularon las puntuaciones

discriminantes para ambas funciones en las 35 muestras (Figura 18).
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Figura 18. Puntuaciones discriminantes obtenidas para las dos primeras

funciones candnicas, en funcién del sistema de envejecimiento.

En la Figura 18 se aprecian las puntuaciones discriminantes de las 35 muestras de vino para las
dos primeras funciones candnicas discriminantes en funcidén del sistema de envejecimiento.
Ademds, aparecen representados los centroides de cada sistema de envejecimiento, cuyas
coordenadas estan detalladas en la Tabla 15. A partir de esta figura se dedujo que las muestras
envejecidas en astillas ocupaban un espacio en el grafico, perfectamente diferenciado de los
grupos de envejecimiento en barrica y tablones, los cuales a su vez, tenian una zona
predominante en el grafico, aunque algunas muestras envejecidas en sistemas distintos se

encontraban préximas entre si.

Como resumen, en la Tabla 16 se detallan los porcentajes de muestras correctamente

clasificadas, tanto en clasificacién directa como en prediccién mediante validacién cruzada.
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Tabla 16. Porcentajes de muestras correctamente clasificadas tanto en clasificacion directa como en validacion

cruzada.

e be ; Grupo de pertenencia pronosticado
Resultados de la clasificacion ™  Sistema Total

Astillas Tablones Barrica

Astillas 9 0
Recuento Tablones 0 6 0 6
Barrica 1 3 16 20

Original
Astillas 100.0 0.0 0.0 100.0
% Tablones 0.0 100.0 0.0 100.0
Barrica 5.0 15.0 80.0 100.0
Astillas 9 0 0 9
Recuento Tablones 0 5 1 6
a Barrica 2 3 15 20
Validacién cruzada

Astillas 100.0 0.0 0.0 100.0
% Tablones 0.0 83.3 16.7 100.0
Barrica 10.0 15.0 75.0 100.0

2. La validacién cruzada sélo se aplica a los casos del analisis. En la validacidn cruzada, cada caso se clasifica
mediante las funciones derivadas a partir del resto de los casos.

® Clasificados correctamente el 88.6% de los casos agrupados originales.

¢, Clasificados correctamente el 82.9% de los casos agrupados validados mediante validacién cruzada.

Respecto a los porcentajes de muestras correctamente clasificadas, cabe destacar que el 100%
de muestras envejecidas con astillas se clasificaban correctamente, mientras que en el caso de
las muestras envejecidas en barrica el porcentaje era del 75% ya que algunas muestras
envejecidas mediante este sistema clasico se clasificaban como envejecidas en sistemas de
astillas o tablones. Globalmente se puede concluir que el porcentaje de éxito en la

discriminacion de las muestras superaba el 80%.

Por ultimo, y una vez obtenidos los porcentajes de prediccion con validaciéon cruzada, se
calculé la fiabilidad en la clasificacién, es decir, qué porcentaje de probabilidad habia de que
una muestra clasificada dentro de un grupo perteneciese realmente a ese grupo. Para ello, se

empled el teorema de Bayes.

Tabla 17. Probabilidades de que un vino clasificado en un sistema

de envejecimiento pertenezca realmente a dicho sistema.

Sistema envejecimiento Probabilidad
Astillas 91 %
Tablones 85%
Barrica 82 %
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La Tabla 17 muestra los porcentajes obtenidos en la aplicacién de las férmulas anteriores. Los
mejores resultados se obtuvieron para el envejecimiento mediante astillas, de modo que si un
vino se clasificaba como perteneciente a este grupo, se tenia un 91% de probabilidades de
acierto. A continuacidn, el mayor porcentaje se obtuvo para el envejecimiento mediante el
empleo de tablones, con un 85% de acierto al clasificar un vino en este grupo. Finalmente, el
menor porcentaje de fiabilidad lo presentaban las muestras clasificadas como vino envejecido

en barrica, con un 82%.

4.11.5.2. DISCRIMINACION POR ETAPAS

Con el objetivo de conseguir mejores resultados, se ensayd una discriminacion por etapas,
teniendo en cuenta que a priori el grupo de muestras envejecidas con un sistema de astillas
era muy diferente al resto de muestras. Por tanto, en una primera etapa se discriminaron los
vinos envejecidos mediante astillas del resto. De esta forma, se sospechaba que los resultados
serian mejores, ya que las puntuaciones discriminantes de las 35 muestras en la discriminacion
conjunta, representadas en la Figura 18, mostraban que el envejecimiento mediante astillas
ocupaba un espacio en el grafico bastante diferenciado de los grupos de envejecimiento en
barrica y tablones. Posteriormente, se realizé un segundo analisis discriminante entre los vinos

envejecidos mediante tablones y en barrica.

Igual que en el andlisis discriminante anterior, se llevéd a cabo de nuevo una seleccidon de
variables segln el método lambda de Wilks. Después, aplicando el anadlisis discriminante, se
obtuvieron los coeficientes estandarizados de la funcién candnica para las variables con mayor

poder discriminante, todos ellos recogidos en |la Tabla 18.

Tabla 18. Coeficientes estandarizados de la funcion candnica en la discriminacion

entre sistemas de envejecimiento mediante astillas y tablones+barrica.

Coeficientes estandarizados

Funcion
Variable
1
trans-2-nonenal -1.546
acetofenona -0.394
trans-whiskey-lactona 0.576
1H-pirrol-2-carboxaldehido 1.587

Funciones discriminantes candnicas no tipificadas evaluadas
en las medias de los grupos.
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Las variables seleccionadas con mayor poder discriminante fueron, por orden de importancia,
1H-pirrol-2-carboxaldehido, trans-2-nonenal, trans-whiskey-lactona y acetofenona, las
mismas que se obtuvieron en la discriminacidon conjunta. En este caso, los porcentajes de

muestras correctamente clasificadas se muestran en la Tabla 19.

Tabla 19. Resultados de la discriminacion entre vinos envejecidos con astillas frente a vinos envejecidos con

barricas o mediante tablones.

Grupo de pertenencia pronosticado

Resultados de la clasificacion®* Sistema Total
Astillas Tablones+barrica
Astillas 9 0 9
Recuento
Tablones+barrica 0 26 26
Original
o Astillas 100.0 0.0 100.0
’ Tablones+barrica 0.0 100.0 100.0
Astillas 8 1 9
Recuento .
] a Tablones+barrica 2 24 26
Validacién cruzada
o Astillas 88.9 11.1 100.0
’ Tablones+barrica 7.7 92.3 100.0

?. La validacién cruzada sélo se aplica a los casos del analisis. En la validacion cruzada, cada caso se clasifica mediante
las funciones derivadas a partir del resto de los casos.

® Clasificados correctamente el 100.0% de los casos agrupados originales.

¢, Clasificados correctamente el 91.4% de los casos agrupados validados mediante validacién cruzada.

Como se puede observar en la Tabla 19, el porcentaje global de muestras correctamente
clasificadas tras la validacion cruzada superaba el 90% ya que, Unicamente una muestra

envejecida en astillas y dos muestras envejecidas en barricas se clasificaban incorrectamente.

El segundo paso consistié en discriminar entre muestras envejecidas en barricas y mediante
tablones. Para ello, se procedid de la misma forma que en la primera discriminacion,
seleccionando aquellas variables con mayor poder discriminante segun el criterio de menor
lambda de Wilks. Las variables con mayor poder discriminante se reflejan en la Tabla 20 donde

se muestra la funcion candnica discriminante obtenida.
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Tabla 20. Coeficientes estandarizados de la funcion candnica en la discriminacion

entre sistemas de envejecimiento mediante tablones y en barrica.

Coeficientes estandarizados

Funcion
Variable
1
5-metil-2-furaldehido 1.950
4-etilguayacol 2.303
4-vinilguayacol -1.125

Funciones discriminantes candnicas no tipificadas evaluadas
en las medias de los grupos.

Como se refleja en la Tabla 20, fueron seleccionadas Unicamente 3 variables. Por un lado 4-
etilguayacol y 4-vinilguayacol, compuestos muy caracteristicos del perfil aromatico de los
vinos, tal y como se ha descrito en la bibliografia y, por otro lado, 5-metil-2-furaldehido que, a
priori, no es tan determinante como los dos anteriores pero que, sin embargo, se trata de un

compuesto con poder discriminante entre vinos envejecidos en barrica y mediante tablones.

Empleando la funcidn candnica discriminante descrita en la Tabla 20 los resultados obtenidos

en la discriminacion se muestran en la Tabla 21.

Tabla 21. Resultados de la clasificacion directa y mediante validacidn cruzada en la discriminacion entre vinos

envejecidos en barrica y mediante tablones

Grupo de pertenencia

Resultados de la clasificacién ¢ Sistema pronosticado Total
Tablones Barrica
Tablones 6 0 6
Recuento Barrica 1 17 18
Casos desagrupados 1 0 1
Original

Tablones 100.0 0.0 100.0
% Barrica 5.6 94.4 100.0
Casos desagrupados 100.0 0.0 100.0
Tablones 6 0 6

Recuento .
) a Barrica 1 17 18

Validacién cruzada
% Tablones 100.0 0.0 100.0
(]

Barrica 5.6 94.4 100.0

?. La validacién cruzada sélo se aplica a los casos del analisis. En la validacion cruzada, cada caso se clasifica
mediante las funciones derivadas a partir del resto de los casos.

® Clasificados correctamente el 95.8% de los casos agrupados originales.

¢ Clasificados correctamente el 95.8% de los casos agrupados validados mediante validacién cruzada.
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El porcentaje de muestras correctamente clasificadas superé el 95% con validacién cruzada,
ya que tan sélo una muestra envejecida en la barrica convencional se clasificé errdneamente.
Y, con respecto a la muestra de astillas que se clasificd en la discriminacién anterior como
envejecida en tablones+barrica, mediante esta etapa de discriminacion se clasifico finalmente
como envejecida en tablones, es decir, como envejecida mediante sistemas no

convencionales, y no mediante el sistema cldsico de barrica.

Finalmente, y aplicando el teorema de Bayes se calculé la probabilidad que habia de que una
muestra clasificada en uno de los grupos perteneciese realmente a ese grupo, teniendo en
cuenta los resultados de las dos etapas del andlisis discriminante. Los resultados aparecen en

la Tabla 22.

Tabla 22. Probabilidades de que un vino clasificado en un sistema
de envejecimiento pertenezca realmente a dicho sistema.

Sistema envejecimiento Probabilidad
Astillas 90 %
Tablones 84 %
Barrica 100 %

Los porcentajes fueron del 90% y 84% en el caso de vinos envejecidos mediante sistemas
acelerados: astillas y tablones respectivamente. En el caso de vinos envejecidos en barricas el
porcentaje fue del 100% ya que ninguna muestra envejecida con astillas o tablones se clasificd

como en el grupo de barrica.

Globalmente, de las 35 muestras analizadas, mediante este andlisis discriminante por etapas
tan sélo 4 se clasificaron incorrectamente, con porcentajes de fiabilidad del 87% en el caso de
considerar envejecimiento acelerado (astillas o tablones) y 100% de fiabilidad si la muestra se

clasificaba como envejecida en barrica.
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4.12. CONSECUENCIAS

Se ha puesto a punto y validado un método de andlisis para 40 compuestos volatiles en vino,
mediante un tratamiento de muestra de extraccidon en fase sélida, optimizado empleando
herramientas de disefio de experimentos, como el cribado mediante un disefio factorial
fraccional y la optimizacion mediante un disefio central compuesto y posterior analisis

mediante GC-MS.

Se ha aplicado el método propuesto al andlisis de 35 muestras de vinos sometidos a procesos
de envejecimiento mediante el sistema clasico de barrica y también mediante contacto con

astillas y tablones de madera de roble.

Mediante medidas estadisticas descriptivas se ha obtenido el perfil para el contenido en 40
compuestos volatiles en muestras de vinos de la Ribera de Duero, en funcién de su sistema de
envejecimiento, mediante astillas o tablones de madera de roble o bien mediante el sistema

clasico en barricas.

Se han encontrado diferencias significativas con respecto a dichos sistemas de envejecimiento
para 17 compuestos volatiles y, con respecto al origen de la madera empleado para el
envejecimiento, tan sélo en 3 compuestos. La conjuncién de ambos factores reflejé diferencias

significativas para también 3 compuestos volatiles.

Se ha establecido, también mediante herramientas de estadistica descriptiva, que existian
grupos de muestras similares desde el punto de vista de su fraccidn volatil y que dichos

agrupamientos podian, en ocasiones, asignarse a un mismo sistema de envejecimiento.

Mediante el contenido en 7 compuestos volatiles como trans-2-nonenal, acetofenona, trans-
whiskey-lactona, 1H-pirrol-2-carboxaldehido, 5-metil-2-furaldehido, 4-etilguayacol y 4-
vinilguayacol, ha sido posible discriminar correctamente en funcidn de su sistema de
envejecimiento un 89 % de las muestras analizadas, empleando validacién cruzada. La
fiabilidad en la clasificacion fue de un 100 % si la muestra se clasificaba como envejecida en
barrica y de un 90% y 84% si el sistema de envejecimiento era mediante astillas o tablones,

respectivamente.
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Perfil de dcidos grasos en patatas fritas en funcion de la variedad de patata

5.1. INTRODUCCION

Las patatas fritas son, actualmente, uno de los aperitivos mas consumidos, de forma que estan
incorporados en los habitos alimenticios de la poblacion de todo el mundo. Por lo tanto, es
esencial realizar una evaluacién de su composicion, ya que son alimentos con alto contenido

calérico que repercuten sobre nuestra salud®*®,

La determinacion de la composicién de acidos grasos en diferentes matrices es un problema
debido, principalmente, a la disparidad en las matrices y el contenido y forma en que se
presentan los acidos grasos en cada tipo de muestra. A los largo de las ultimas décadas, esta
determinacién ha sufrido notables cambios. En un principio, los datos se reducian a los 4cidos
grasos mayoritarios, como consecuencia de las dificultades analiticas para obtener mas
informacién y también de las fases estacionarias polares de las columnas utilizadas, mas
inestables térmicamente. Actualmente, ha aumentado el numero de 4acidos grasos
identificados, ayudando a comprender mejor las caracteristicas de los productos alimentarios.
Por tanto, la tendencia actual estd enfocada hacia la determinacion de 4cidos grasos
especificos como, por ejemplo, algunos del tipo omega-3 (w-3)***: &4cido a-linolénico
(C18:3(n3)), acido cis,cis,cis,cis,cis-5,8,11,14,17 eicosapentaenoico (C20:5(n3)) y acido
cis, cis,cis, cis,cis,cis-4,7,10,13,16,19 docosahexaenoico (C22:6(n3)); y otros que han adquirido
importancia tanto por sus propiedades en producciéon animal como por su efecto sobre la

384283\ |os 4cidos linoléicos conjugados (CLA)*.

salud humana, como los acidos grasos trans
La presencia de diferentes acidos grasos en las patatas fritas se debe a varios factores
derivados del proceso de fabricacidn pero, en primer término, depende del tipo de aceite de
fritura utilizado y la variedad de patata. En cuanto al aceite utilizado, actualmente las
industrias alimentarias estan aumentando el compromiso con la salud de los consumidores
mediante la realizacién de investigaciones sobre la calidad de los aceites utilizados para freir
los alimentos®. Los aceites vegetales son los mas utilizados, ya que existen gran variedad aptos
en alimentacion. Por tanto, el producto final puede contener una gran diversidad de 4acidos
grasos, dependiendo del aceite vegetal empleado®™. Al mismo tiempo, también debe
considerarse la variedad de patata, puesto que durante la fritura, el agua presente en la patata
cruda se evapora, sustituyéndose parcialmente por el aceite, lo que constituye hasta un 40%
del producto final y, por consiguiente, influye en sus propiedades. Esto afecta no sdlo al sabor
y aroma del producto, sino también a la textura, de acuerdo con la cantidad de aceite

absorbido durante la fritura®. Por lo tanto, la seleccién de la variedad de patata en funcién de
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sus propias caracteristicas fisico-quimicas*® esta relacionada con el contenido de aceite y el
contenido de acidos grasos en las patatas fritas. A pesar de la existencia de estudios en los que
se evalug el efecto del aceite de fritura (tipo, temperatura, etc.) en el contenido final de acidos
grasos de patatas fritas®™*, hasta ahora no se habia llevado a cabo un analisis detallado de la
relacion entre la variedad de patata solamente, o en combinacién con el aceite de fritura, y el

perfil de acidos grasos.

La técnica analitica empleada con mas frecuencia para separar e identificar los acidos grasos

ha sido la GC acoplada a diferentes detectores, bdsicamente el FID generalmente para la

38,39,45 48-51

identificacion de los acidos grasos totales , 0 la MS, principalmente gMS™™", para la

identificacion de acidos grasos minoritarios.

La cromatografia de liquidos, HPLC, no se utiliza frecuentemente como técnica de analisis de
acidos grasos. Sin embargo, algunos autores han realizado estudios comparativos entre HPLC-
MS y GC-FID, especificamente para la determinacién de acidos grasos en muestras de patatas
fritas, concluyendo que sus resultados eran buenos y perfectamente comparables. Aunque
para el andlisis de un elevado numero de acidos grasos recomendaban el uso de la

cromatografia en fase gaseosa®’.

Por ultimo, en cuanto a técnicas de separacion e identificacion, cabe destacar el reciente

52,53

interés y desarrollo de las técnicas de separacion multidimensionales (MDGC) y, mas

concretamente, la GCxGC*™**> para el analisis de muestras complejas como lo son las

D154

alimentarias; utilizando tanto detectores Fl como de espectrometria de masas de tiempo

de vuelo (TOF)****.

En cuanto al tratamiento de muestra, existe una gran variedad de métodos de extraccidon
utilizados hasta la actualidad, dependiendo del tipo de matriz y de la naturaleza de los lipidos a
extraer (longitud de cadena, ramificacion, grado de insaturaciones, posicién y geometria de
dobles enlaces). Uno de los métodos de extraccion mas extendido, sin considerar los métodos

oficiales para la determinacion de grasa total (especificos para carnes y cereales), ha sido el

56 57-59
1.

descrito por Folch et al.”. Este método ha sufrido modificaciones ™, algunas mas conocidas
como la de Bligh & Dyer®’, pero todas mantienen el mismo principio de extraccién basado en la

mezcla de cloroformo/metanol para poder extraer tanto lipidos neutros como polares.
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La extraccion Soxhlet ha sido probablemente otra de las técnicas mas utilizadas para la
extraccion de grasas y aceites a partir de matrices de alimentos®***. El éter de petréleo y el

45,49,59

éter dietilico son los disolventes recomendados por la AOAC International para la

determinacion de grasas mediante el sistema Soxhlet, aunque también se utilizan en menor

medida otros disolventes, como el n-hexano, para extraer y analizar todo tipo de grasas>>®.

Existen otros métodos de extraccion utilizados en menor medida, como son el uso de mezclas
n-propanol/agua o la digestion acida previa a la extraccién de una muestra, especificos para
disociar fuerzas intermoleculares entre lipidos y almidén o proteinas®.

E*** o con equipos que aplican microondas™.

Recientemente, se han desarrollado métodos AS
En un principio, su aplicacidn estd limitada a la digestion de muestras, sin embargo, tiene la
ventaja de no requerir muestras que carezcan de agua. Por ultimo, otro de los métodos de uso

48,51

reciente es la extraccidn con fluidos supercriticos (SFE)™”", importante por su aplicabilidad no

sélo a nivel de laboratorio, ya que evita el uso de disolventes organicos.

Una vez extraidos los lipidos de la matriz, han de hidrolizarse para liberar los acidos grasos vy, a
continuacién, formar compuestos mas volatiles perfectamente separables mediante GC. Se
consigue su derivatizacidon a compuestos mas volatiles a través de la reaccion de esterificacién,
es decir, hacer reaccionar a los acidos grasos con un alcohol, en presencia de un catalizador,
para acelerar el equilibrio hacia la formacién de los ésteres. La técnica mas comuin de
derivatizacion consiste en una metilacion, generalmente en ésteres metilicos (FAME),
utilizando catalizadores dacidos o basicos. Para su realizacion, se utilizan diversos
procedimientos y reactivos, entre los cuales el mas utilizado es el hidréxido potdsico (KOH) en

548313880 hor su rapida metilacion y su

metanol con catalizador acido trifluoruro de boro (BF3)
mayor vida media. La Unica desventaja que presenta, sdlo en algunas matrices, es la
isomerizacion de dienos conjugados, por ejemplo, para acidos grasos tipo CLA en productos
l[acteos.

I8, el cual no

Otro reactivo utilizado en menor medida es el metéxido de sodio en metano
isomeriza dienos conjugados, sin embargo, el proceso requiere mas tiempo y material de
vidrio. La trimetilguanidina (TMG) es otro catalizador basico de similar reactividad al anterior,
cuyos estudios no dan resultados tan satisfactorios en la derivatizacién de acidos grasos
libres®. Por Ultimo, existe otro método que utiliza hidréxido de trimetilsulfonio (TMSH) pero

tampoco es recomendable para este tipo de matrices’®.
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En cuanto al tratamiento de datos, cuando hay un elevado nimero de compuestos, resulta

454660 | as herramientas de

necesario el empleo de estadistica de andlisis multivariante
estadistica descriptiva mds utilizadas son el analisis de varianza, ANOVA, para determinar si
existen diferencias significativas entre las variables medidas; y el PCA, util para reducir un
numero elevado de variables iniciales a unas pocas componentes principales, que expliquen de

forma mds sencilla y visual la variabilidad original de los datos.

Por tanto, el objetivo principal de este estudio ha consistido en analizar en detalle la influencia
de la variedad de patata, como Unico factor, o combinado con el efecto del aceite vegetal
empleado, en el contenido de acidos grasos de las patatas fritas comerciales. Para lograr este
objetivo, se ha empleado la técnica GC-MS para la separacién, identificacidon y cuantificacién
analitica. Con el fin de extraer la mayor cantidad posible de acidos grasos de las muestras de
patatas fritas, se han ensayado cuatro procedimientos diferentes de extraccion sélido-liquido,
optimizando ademas las condiciones de derivatizacion de los mismos. Finalmente, después de
optimizar y validar el método analitico, se ha aplicado a una serie de muestras de patatas fritas
para establecer sus composiciones en acidos grasos. Se han empleado dos de las variedades de
patata mas ampliamente utilizadas, Hermes y Mustang !, sometidas a un proceso de fritura
industrial con dos lotes de aceites vegetales de similar composicién. Por ultimo, a partir de
estas composiciones en acidos grasos, se han aplicado herramientas de estadistica descriptiva,
como el ANOVA vy el PCA para evaluar la influencia de los dos factores (variedad de patata y

aceite vegetal empleado) en las muestras de patatas fritas.

5.2. COMPUESTOS ESTUDIADOS

Se estudiaron una serie de FAME de los acidos grasos mds representativos, de longitudes de
cadena entre 6 y 24 carbonos, saturados, mono y poliinsaturados, asi como diferentes acidos

grasos w-3, w-6 y w-9.

En la Tabla 23 aparecen especificados los nombres de cada FAME con sus respectivas férmulas
moleculares Cx:y(nz;catb), donde “x” es el nimero de dtomos de carbono del acido graso; “y”
el numero de insaturaciones del mismo; “z” la posicion del primer doble enlace empezando a
contar por el extremo metilo terminal (tipo de acido graso omega que es); y “a”,“b” las

“pn “wr

posiciones convencionales de los dobles enlaces con estereoisomeria cis “c” o trans

omitidas de la férmula en caso de poseer la molécula todos los dobles enlaces cis.
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Tabla 23. Lista de FAME ordenados segun el nimero creciente de atomos de carbono e insaturaciones.

Férmula Nombre cientifico (Nombre Comtn)
C6:0 metil hexanoato (metil caproato)
C8:0 metil octanoato (metil caprilato)
C10:0 metil decanoato (metil caprato)
C11:0 metil undecanoato

C12:0 metil dodecanoato (metil laurato)
C13:0 metil tridecanoato

C14:0 metil tetradecanoato (metil miristato)
C14:1(n5) cis-9 metil tetradecenoato (metil miristoleato)
C15:0 metil pentadecanoato

C15:1(n5) cis-10 metil pentadecenoato

C16:0 metil hexadecanoato (metil palmitato)
C16:1(n7) cis-9 metil hexadecenoato (metil palmitoleato)
C17:0 metil heptadecanoato

C17:1(n7) cis-10 metil heptadecenoato

C18:0 metil octadecanoato (metil estearato)
C18:1(n9) cis-9 metil octadecenoato (metil oleato)
C18:1(n9;t9) trans-9 metil octadecenoato (metil elaidato)
C18:2(n6) cis,cis-9,12 metil octadecadienoato (metil linoleato)
C18:2(n6;t9t12) trans,trans-9,12 metil octadecadienoato (metil linolelaidato)
C18:3(n3) cis,cis,cis-9,12,15 metil octadecatrienoato (metil (a-)linolenato)
C18:3(n6) cis,cis,cis-6,9,12 metil octadecatrienoato (metil y-linolenato)
C20:0 metil eicosanoato (metil araquidato)
C20:1(n9) cis-11 metil eicosenoato

C20:2(nb6) cis,cis-11,14 metil eicosadienoato

C20:3(n3) cis,cis,cis-11,14,17 metil eicosatrienoato

C20:3(n6) cis,cis,cis-8,11,14 metil eicosatrienoato

C20:4(n6) cis,cis,cis,cis-5,8,11,14 metil eicosatetraenoato

C20:5(n3) cis, cis,cis,cis,cis-5,8,11,14,17 metil eicosapentaenoato

C21:0 metil heneicosanoato

C22:0 metil docosanoato (metil behenato)
C22:1(n9) cis-13 metil docosenoato (metil erucato)
C22:2(n6) cis,cis-13,16 metil docosadienoato

C22:6(n3) cis,cis,cis, cis, cis, cis-4,7,10,13,16,19 metil docosahexaenoato
C23:0 metil tricosanoato

C24:0 metil tetracosanoato (metil lignocerato)
C24:1(n9) cis-15 metil tetracosenoato (metil nervonato)
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5.3. MATERIAL, REACTIVOS E INSTRUMENTACION
5.3.1. EQUIPOS Y MATERIAL ADICIONAL

Equipo GC-MS 7890A (Figura 1, Capitulo Ill) de Agilent Technologies (Santa Clara, CA,
EEUU).

Columna capilar especifica para analisis de acidos grasos SP-2560 (100 m x 0.25 mm x
0.20 um) de alta polaridad y relleno cianopropilsiloxano de Supelco (Sigma-Aldrich
Corporation, St. Louis, MO, EEUU).

Molino universal M20, IKA (IKA-Werke; Staufen, Alemania).

Balanza analitica de precisién KERN ABT 220-5DM (Balingen, Alemania).

Bateria de mantas calefactoras con 4 sistemas de extracciéon Soxhlet de 50 mL de
capacidad, de JP Selecta S.A. (Barcelona, Espafia).

Bafio de ultrasonidos Ultrasons de JP Selecta S.A.

Evaporador rotatorio RE-111, con bafio termostatado de agua 461 de Blichi (Flawil,
Suiza) y bomba de vacio MZ 2C NT (Wertheim, Alemania).

Sistema de concentracion mediante arrastre con nitrégeno de 6 puertos, Alltech 9555
(Alltech Associates Inc., Lexington, KY, EEUU).

Agitador mecanico Vibromatic 384-P, de JP Selecta S.A.

Agitador virtex REAX Control, Heidolph (Schwabach, Alemania).

Centrifuga de alta velocidad 5810R, de Eppendorf (Hamburg, Alemania).

Estufa con un intervalo de temperaturas de trabajo entre 50 y 300 2C, Heraeus
(Madrid, Espafia).

Micropipetas Eppendorf.

Filtros de jeringa Cronus de nylon de 0.45 um, de LabHut (Gloucester, Inglaterra).
Cartuchos de extraccién de celulosa de 10 x 50 mm de CHMLAB Group (referencia:
F5800-10050; Barcelona, Espaiia)

Material de uso general de laboratorio.

5.3.2. REACTIVOS Y PATRONES

Helio calidad BIP y nitrogeno Premier X50S de Carburos Metdlicos (Barcelona, Espaiia).
Diclorometano, cloroformo y hexano de calidad Pestiscan, suministrados por Labscan
(Dublin, Irlanda).

Eter dietilico y cloruro sédico para analisis de Panreac (Barcelona, Espafia).

Acido clorhidrico 32% para analisis, de Merk (Darmstadt, Alemania).

1-propanol, de Fischer (Waldachtal, Alemania).
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= Hidréxido potdsico 1IN en metanol y disolucidn de trifluoruro de boro en metanol al
14% de Fluka, (Sigma Aldrich Corporation, St. Louis, MO, EEUU).

= Agua ultrapura obtenida mediante los equipos Elix 5 y Compact Milli-Q de Millipore
(Bedford, MA, EEUU).

= Mezcla de patrones S37 compuesta por 37 ésteres metilicos de acidos grasos,
10mg/mL en diclorometano suministrados por Supelco (referencia 47885-u; Sigma-
Aldrich Corporation).

= Patrones puros e individuales de 4 ésteres metilicos de acidos grasos: C16:0, C18:0,

C18:1(n9) y C18:2(n6), suministrados por Supelco.

5.4. PREPARACION DE DISOLUCIONES PATRON

Se prepararon disoluciones madre de 1000 mg/L en diclorometano para cada uno de los cuatro
patrones puros individuales a estudiar como compuestos mayoritarios (C16:0, C18:0,
C18:1(n9), C18:2(n6)). A partir de ellas se prepard una disolucién conjunta en diclorometano,
conteniendo 100 mg/L de cada uno de ellos. Partiendo de ésta y por diluciones sucesivas con
diclorometano, se prepararon las disoluciones de calibrado de acuerdo con el intervalo de

linealidad.

Por otra parte, tomando la mezcla comercial S37 de 10000 mg/L se prepard una de 1000 mg/L
en diclorometano. De la misma forma, a partir de ésta y por diluciones sucesivas con
diclorometano, se prepararon las disoluciones necesarias para realizar las lineas de calibrado

de acuerdo con los intervalos de linealidad.

Las disoluciones de patrones mas concentradas se conservaron en congelador a -18 29C,
estables durante un periodo de 6 meses. Las disoluciones de calibracién se almacenaron en el
frigorifico a +4 9C, todas ellas renovadas en un tiempo no superior a un mes para evitar

pérdidas.

5.5. DETERMINACION CROMATOGRAFICA
5.5.1. CONDICIONES CROMATOGRAFICAS

Para establecer las condiciones cromatograficas que permitieran la cuantificacion de los

analitos se partié de las descritas en un trabajo anterior del mismo grupo de investigacion
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TESEA®, referente a analisis de FAME mediante GC-MS. A partir de ellas y realizando
modificaciones en el programa de temperaturas y en el modo de trabajo del espectrémetro de
masas, se establecieron finalmente las siguientes condiciones cromatograficas de trabajo:

v" Gas portador: He, 1.1 mL/min.

v" Volumen inyeccién: 1 pL.
v' Temperatura del inyector: 250 °C.
v"Inyeccién en modo Pulsed Splitless (sin divisién de flujo, con pulso de presion).
v Programa de temperatura del horno:
Pendiente (2C/min) Temperatura (2C) Tiempo (min)
Inicialmente 50 1
Rampa 1 6 205 17
Rampa 2 10 250 10
v' Temperatura de la interfase: 310 2C.
v' Temperatura de la fuente de iones: 240 °C.
v" Temperatura del cuadrupolo: 180 °C.
v' Registro de espectros de masas en modo SIM (seguimiento de iones especificos).

5.5.2. IDENTIFICACION DE COMPUESTOS

Para llevar a cabo la identificaciéon de los analitos de interés, se determinaron sus tiempos de
retencion por comparacion con los patrones analizados en las mismas condiciones
cromatograficas. El empleo de la libreria de espectros Wiley 7N permitiéd confirmar la
identificacion de cada FAME, estableciendo su espectro de masas mediante la inyeccion de

patrones en modo SCAN.

A partir de los espectros de masas se seleccionaron tres iones caracteristicos de cada
compuesto: el ién T y los dos iones Q;, Q, de confirmacidn, para realizar la cuantificacion en
modo SIM. La seleccion de los iones se realizd aplicando dos criterios: suficiente selectividad

(relacion m/z elevada) y alta sensibilidad (iones mas abundantes).

En la Tabla 24 se muestran los compuestos estudiados ordenados por sus tiempos de
retencidn asi como los iones que se siguen en modo SIM y las abundancias relativas de los
mismos. En la Figura 19 aparece un ejemplo de un cromatograma de iones totales en modo
SIM de una disolucién mezcla de los 36 patrones de FAME en diferentes concentraciones: 10,

20y 30 mg/L (dependiendo del analito).
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Tabla 24. Lista de FAME identificados numerados por orden de elucidn, con sus tiempos de retencion (t,), ion

mayoritario (T) e iones de confirmacion (Qy, Q) y sus respectivas abundancias relativas (%Q;, %Q,).

Ne FAME t, (min) T Q, Q; % Q %Q,
1 C6:0 19.6 74.0 87.0 99.1 35.0 26.0
2 C8:0 22.8 74.0 87.1 127.1 48.0 18.0
3 C10:0 25.9 74.0 143.0 155.1 27.0 15.0
4 C11:0 27.3 74.0 157.1 169.1 18.0 16.0
5 C12:0 28.7 74.0 1711 183.2 19.0 14.0
6 C13:0 30.1 74.0 185.2 228.3 23.0 9.0
7 C14:0 315 74.0 199.1 242.2 27.0 13.0
8 C14:1(n5) 32.7 55.1 166.1 208.2 30.0 29.0
9 C15:0 32.9 74.0 213.2 256.2 24.0 16.0

10 C15:1(n5) 34.1 55.0 222.1 254.2 29.0 8.0

11 C16:0 34.3 74.0 227.2 270.2 25.0 21.0

12 C16:1(n7) 35.5 55.1 236.2 268.3 47.0 10.0

13 C17:0 35.8 74.0 241.2 284.3 29.0 25.0

14 C17:1(n7) 37.1 55.1 250.2 282.2 50.0 10.0

15 C18:0 37.6 74.0 298.3 255.2 32.0 30.0

16 C18:1(n9;t9) 38.4 55.1 264.2 296.2 64.0 10.0

17 C18:1(n9) 38.8 55.1 264.2 296.2 59.0 10.0

18 C18:2(n6;t9t12) 39.9 67.1 294.3 263.2 34.0 20.0

19 C18:2(n6) 41.1 67.1 294.3 263.2 30.0 22.0

20 C20:0 42.0 74.0 326.4 283.3 39.0 27.0

21 C18:3(n6) 42.9 79.0 292.2 194.0 16.0 7.0

22 C20:1(n9) 43.7 55.0 292.3 324.4 67.0 8.0

23 C18:3(n3) 44.1 79.0 292.2 261.2 13.0 9.0

24 C21:0 44.7 74.0 340.3 297.2 66.0 39.0

25 C20:2(n6) 46.1 81.0 322.2 291.1 28.0 22.0

26 C22:0 46.9 74.0 354.4 311.3 66.0 37.0

27 C20:3(n6) 47.8 79.1 320.2 222.1 22.0 16.0

28 C22:1(n9) 48.3 55.1 320.3 352.4 91.0 9.0

29 C20:3(n3) 48.5 79.1 320.3 289.4 14.0 9.0

30 C20:4(n6) 48.8 79.0 150.0 203.0 25.0 11.0

31 C23:0 49.0 74.0 368.4 325.4 49.0 24.0

32 C22:2(n6) 50.4 67.1 350.3 319.2 28.0 27.0

33 C24:0 51.0 74.0 382.4 339.3 76.0 36.0

34 C20:5(n3) 513 79.0 91.0 201.1 89.0 8.0

35 C24:1(n9) 524 55.1 348.3 306.3 83.0 12.0

36 C22:6(n3) 56.6 79.1 119.0 199.1 44.0 6.0
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Figura 19. Cromatograma en modo SIM de una disolucién de patrones de los 36 FAME en diclorometano. Los nimeros corresponden a los FAME enumerados en la Tabla 24,

cuyas concentraciones fueron de 10 mg/L (FAME: 4, 6, 8-10, 12-14, 16, 18-21, 23-29, 31-34, 36), 20 mg/L (FAME: 1-3, 5, 7, 15, 17, 22, 30, 35) y 30 mg/L (FAME: 11).
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5.6. PROGRAMAS ESTADISTICOS

Los calculos estadisticos se llevaron a cabo con los softwares IBM SPSS Statistics version 20
(Statistical Package for the Social Sciences; Armonk, NY, EEUU) y Statgraphics Centurion XVI

versién 16.1.03 (Statpoint Technologies; Warrenton, VA, EEUU).

El conjunto de datos obtenidos fueron sometidos a dos tratamientos de estadistica descriptiva:

ANOVA de dos vias y PCA.

5.7. TRATAMIENTO DE MUESTRA

Para llevar a cabo la determinacién del perfil de acidos grasos de las muestras fueron
necesarias dos etapas en el tratamiento de muestra. La primera de ellas consistio en un
tratamiento de extraccion de los acidos grasos de la matriz de patata frita. Posteriormente se
realizd una derivatizacion para transformarlos en ésteres metilicos de acidos grasos,
permitiendo asi su separacion mediante cromatografia de gases. Por tanto, para establecer el

tratamiento de muestra se efectud un estudio de cada una de esas dos etapas claves.

5.7.1. EXTRACCION DE ACIDOS GRASOS

Con el fin de obtener los perfiles mas completos de acidos grasos en patatas fritas, las
muestras fueron sometidas a cuatro procedimientos de extraccidn sdlido-liquido diferentes.
Los cuatro estudios de extraccion siempre se llevaron a cabo en las mismas condiciones, es
decir, la misma variedad de patata frita, el mismo tratamiento derivatizacion®, la misma
cantidad de diclorometano para reconstituir el extracto seco final (1,5 mL) y el mismo método
cromatografico de separacion e identificacidon; con el objetivo de comparar entre si los

resultados obtenidos en cada uno de ellos.

En la Tabla 25 aparecen esquematizados los cuatro procedimientos de extraccién de acidos
grasos evaluados. El primero de ellos consistio6 en una modificacion del procedimiento
propuesto por Folch et al.’®, basado en una extraccion sélido-liquido con una mezcla de
disolventes cloroformo/metanol 2:1 (v/v). Se realizaron dos extracciones pesando dos masas
diferentes de muestra de patatas fritas (0.5 y 0.1 g). La muestra en cloroformo/metanol se
agitd durante 10 min. El extracto se filtrd y se aislo la fase organica inferior, lavandose con la
mezcla de disolventes (2 veces con 1 mL) y adicionando 2 mL de disolucidn de cloruro sddico al

0.88%. A continuacion, se centrifugd durante 5 min (1000xg, 20 2C), se separaron las fases y,
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finalmente, la fase organica fue sometida a concentracién eliminandose el disolvente organico

mediante arrastre con corriente de nitrégeno.

Tabla 25. Procedimientos de extraccidn de acidos grasos evaluados, con sus respectivas referencias bibliograficas

49 58 59, . . . . - i
(7,77,7), tiempos relativos de extraccion con el disolvente extractante utilizado y las etapas principales.

Procedimiento . Disolvente Tiempo ..
.. Referencia . . Principales etapas
extraccion extractante extraccion
Extraccion,
filtracidn,
Modificacion del Li & Watkins, cloroformo/metanol lavado,

método de Folch 2001 °® 2:1 (v/v) 10 min centrifugacion,

separacion de fases y
concentracion.

Hidrdlisis,
centrifugacion,
Digestion 4cida Shahioslg, 4cido clorhidrico 30 min decantacion,
2001 6N extraccion con n-hexano,
filtracion y

concentracion.

Evaporacion de disolvente,

Soxhlet con Jiménez et al., , o cion
&ter dietilico 2009 %° éter dietilico 4 h reconstltuc'lcl)n y
concentracion.
Soxhlet con Shabhidi, n-propanol/agua ah E;’:;’:Srg:l'i’i‘é:e disolvente,
n-propanol/agua 2001 >° 3:1 (v/v) Y

concentracion.

El segundo procedimiento consistié en una digestién acida®. Se hidrolizaron previamente 0.5
g de muestra con acido clorhidrico 6 N en un horno a 75 2C durante 30 min. A continuacion, se
separaron las fases por centrifugacion durante 5 min (1000xg, 20 2C). Se decantd la fase
liquida llevandose a un embudo de decantacién para extraer los 4cidos grasos con 5 mL (3
veces) de n-hexano. El extracto se filtrd y, finalmente, se llevd a concentrar mediante corriente

de nitrégeno.

Los dos ultimos procedimientos se basaron en extracciones mediante equipo Soxhlet con éter
dietilico® y mezcla de disolventes n-propanol/agua 3:1 (v/v)** como agentes extractantes.
Para la extraccion con éter dietilico se realizaron dos extracciones pesando dos masas
diferentes de muestra de patatas fritas (0.5 y 0.1 g), mientras en el otro procedimiento
Unicamente se pesaron 0.5 g de muestra. Ambas extracciones se llevaron a cabo en un aparato
Soxhlet en continuo durante 4 h, a la temperatura correspondiente al punto de ebullicién de

cada disolvente, aproximadamente 85 2C (n-propanol/agua) y 35 oC (éter dietilico). Después,
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los disolventes se eliminaron en un rotavapor hasta sequedad. Seguidamente, las muestras se

reconstituyeron en n-hexano y, finalmente, se concentraron mediante el sistema de arrastre

con corriente de nitrégeno.

Los resultados, resumidos Unicamente para cuatro FAME en la Tabla 26, se obtuvieron a dos

niveles diferentes de concentracién: 5y 30 g/100g, para los FAME que aparecian en mayores

concentraciones en las muestras y, 0.2 y 100 mg/100g, para los que lo hacian en menores

concentraciones.

Tabla 26. Porcentajes de recuperacion y desviaciones estandar relativas (% RSD) (n=5) obtenidos al aplicar los

cuatro procedimientos de extraccién de acidos grasos ensayados a dos niveles de concentracién, 5g/100g y

30g/100g para aquellos FAME mayoritarios en las muestras; y 0.2mg/100g y 100mg/100g para los FAME

minoritarios.

% Recuperacion

(%RSD)
FAME mayoritarios FAME minoritarios
C16:0 C18:1(n9) C14:0 C18:3(n3)
Procedimiento Muestra
extraccion (8) sg/  30g/  5g/ 30g/ 0.2mg/ 100mg/ 0.2mg/ 100mg/

100g 100g 100g 100g 100g 100g 100g 100g
05 66.8 68.1 69.5 68.5 72.5 71.7 78.2 80.1
Modificacion del : (4.0) (3.7) (3.5) (2.9) (4.5) (3.8) (4.3) (4.6)
método de Folch o1 69.7 70.5 61.3 63.0 88.3 87.2 84.6 85.2
: (2.7) (3.1) (2.1) (2.4) (6.1) (5.4) (9.2) (8.6)
Digestién acid 05 54.3 55.5 57.1 57.9 41.6 40.5 44.9 45.4
gestion acida : (10.5)  (9.8) (7.4) (8.0) (12.6) (13.2) (8.5) (9.0)
0.5 92.9 93.6 89.5 90.6 96.2 95.6 90.5 91.3
soxhlet con ' (200 (1.8  (0.9) (12)  (2.6) (2.2) (3.8) (3.3)
éter dietilico o1 76.0 77.1 67.8 68.8 80.9 82.1 78.2 79.1
‘ (13.0)  (10.9)  (17.0)  (15.7) (17.1) (18.0) (14.8) (13.9)
Soxhlet con 05 35.5 34.7 44.8 45.8 54.1 53.1 42.4 44.1
n-propanol/agua ’ (25.8) (22.3) (15.1) (13.9) (7.8) (8.7) (8.8) (7.9)

En un principio, se desecharon los tratamientos de digestion acida y extraccidn Soxhlet con n-

propanol/agua, puesto que sus porcentajes de recuperacion eran muy inferiores y ademas

presentaban elevadas desviaciones estandar relativas (% recuperacién<65%; % RSD=7-25) en
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comparacién con los obtenidos mediante la extraccidon con cloroformo/metanol y extraccién
Soxhlet con éter dietilico, como muestra la Tabla 26. Por esa razén, Unicamente en estos dos
ultimos procedimientos se realizaron pruebas a dos niveles de concentracién de muestra

inicial (0.5y 0.1 g).

Finalmente, de la comparacidn entre los dos tratamientos, se dedujo que el procedimiento que
suministraba mejores porcentajes de recuperacién con valores inferiores de desviaciones
relativas y tiempos de preparacion de muestra inferiores (debido principalmente al menor
numero de etapas y la sencillez de las mismas), era el tratamiento de extraccidon Soxhlet con
éter dietilico, aplicado a 0.5 g de muestra. Ademas, cabe destacar que a pesar de que la
extraccién sdlido-liquido consumia mucho menos disolvente, en el proceso de concentracidon

de muestra en posterior a la extraccion Soxhlet se podia recuperar el éter dietilico.

5.7.2. DERIVATIZACION A ESTERES METILICOS DE ACIDOS GRASOS

El procedimiento de derivacion se evalué mediante el andlisis de una sola variedad de patata
frita y manteniendo constantes el resto de condiciones, al igual que para el estudio de la
extraccion de &cidos grasos. El tratamiento se basé en la derivatizacion de Morrison & Smith®,
es decir, utilizando los reactivos derivatizantes KOH 1N en metanol y catalizador acido BF; al

14% en metanol, pero modificando algunos de los pardmetros del método descrito.

Las condiciones iniciales seleccionadas fueron las utilizadas en publicaciones anteriores del

414931 va que ofrecian buenos resultados. La temperatura

propio grupo de investigacién TESEA
y tiempo de derivatizacién en el horno junto con el volumen de diclorometano necesario para
reconstituir el extracto seco, fueron los pardmetros que se modificaron con el fin de obtener
las condiciones dptimas. El estudio de la influencia de cada parametro en el andlisis de FAME
se llevd a cabo variando uno de ellos mientras los otros permanecian constantes. La
temperatura del horno se ensayd a tres temperaturas (90, 95 y 100 °C), el tiempo

derivatizacion del horno se estudié en un intervalo entre 5 y 30 min (intervalos de 5 min) y el

volumen de diclorometano se evalué entre 0.5 y 2.0 mL (intervalos de 0.5 mL).

Comparando los resultados obtenidos, se concluyé que la derivatizacion de los acidos grasos a
ésteres metilicos en el horno a 100 2C durante 5 min, utilizando posteriormente un volumen

de 1.5 mL de diclorometano para reconstituir el extracto proporcionaba, ademas de
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porcentajes de recuperacion ligeramente superiores, tiempos de derivatizacion notablemente

mas cortos.

5.7.3. METODO PROPUESTO

El método propuesto para llevar a cabo el tratamiento de muestra consistid en una primera
etapa de extraccién de acidos grasos mediante equipo Soxhlet con éter dietilico, seguida de
una derivatizacion a ésteres metilicos con KOH vy catalizador BF;, en metanol. La Figura 20

muestra el esquema del método propuesto, descrito a continuacion.

Se pesaron 0.5 g de muestra de patata frita, previamente molida hasta conseguir un tamafio
homogéneo, en un cartucho de extraccién de celulosa. A continuacion, la muestra se introdujo
en el cuerpo del Soxhlet, afiadiendo al sistema 90 mL de éter dietilico para realizar la
extraccién en continuo a la temperatura de ebullicion del disolvente, durante 4h. Transcurrido
ese tiempo, se elimind el disolvente por concentracion en rotavapor hasta sequedad.
Seguidamente, el extracto fue disuelto y transferido a un tubo de vidrio de 15 mL con ayuda de
6 mL de n-hexano, el cual fue eliminado totalmente mediante el sistema de concentracion

mediante corriente de nitrégeno.

A continuacion, se llevé a cabo la etapa de derivatizacién que comenzdé con la hidrélisis de los
acidos grasos, afadiendo al extracto de acidos grasos 1 mL de KOH 1N en metanol y llevdndolo
al horno a 100 eC durante 5 min. Después de enfriada la muestra, se afiadié 1 mL de BF; al 14%
en metanol, calentandose en el horno nuevamente a 100 2C durante 5 min. Posteriormente y
una vez fria la muestra, se adicionaron 2 mL de hexano y 8.5mL de agua desionizada, utiles
para favorecer el lavado y la aparicion de dos fases: La mezcla se agité durante 10min e
inmediatamente después se centrifugd durante 5 min (1000xg; 20 2C). A continuacidn, se
extrajo la fase organica, que contenia los ésteres metilicos, filtrdndose a través de un filtro de
nylon (0.45 um) y recogiéndose en un vial de 2 mL. Finalmente, se elimind el n-hexano con el
sistema de arrastre mediante corriente de nitrégeno, reconstituyéndose el extracto de ésteres

metilicos en 1.5 mL de diclorometano.
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Figura 20. Esquema del método propuesto para el tratamiento de muestra formado por dos etapas: extraccion de

acidos grasos de la muestra y derivatizacion a ésteres metilicos.

5.8. CUANTIFICACION

La cuantificacion de los 36 analitos no fue posible a través de un calibrado matriz-patrén,
puesto que en este tipo de matrices siempre habia presencia de acidos grasos. Por tanto, se
optd por realizar la cuantificacién de los compuestos mediante una calibracién por patrén
externo, utilizando los patrones disueltos en diclorometano, comprobando previamente que

no existia un efecto matriz en la determinacién de los 4cidos grasos.

En el proceso de identificacion y cuantificacion se observaron grandes diferencias en cuanto a
la presencia de determinados FAME en las muestras de patatas fritas, como se muestra en la

Figura 21, por lo que los analitos se dividieron en dos grupos:

% FAME mayoritarios: C16:0, C18:0, C18:1(n9) y C18:2(n6).

%  FAME minoritarios: los treinta y dos FAME restantes.

90



Perfil de dcidos grasos en patatas fritas en funcion de la variedad de patata

ejqeL e| undas JIAIV4 SO| e uspuodsaliod sosawnu soq *(f:T uoN|Ip uod eslsanw) ewessorjewo.d oidoad |ap uoneljdwe e| ua soeiouiw soj A (00p:T UoN|Ip e epIIdWOS

eJisanw) Jouadns ewesSojewWOId [ US SOPEIIIUAP] UBRISd SoleMloAew JAY4 SO "g 9}3Je U0d SawWUaH ey ejejed ap esisanw eun ap ewesSolewod) "Iz esnsiy

(uw) odwai SS 0s )74 St 0c¢
" L nb ln ” A i i L i i i " 1 " " " " " i, L -‘- O
_ T
o5 4N j ) 00002
/ \ll 7 8t
Fid | T4
[a>
\ \. 00o0oY
53 OF e
e 6z 00009
8¢
00008
M.*,..__w LT
00000T
A\ [let e
! x4 21 |
SOIYVLIHONIW €€ TE 9T g7 N, MN £l ePUBPUNQY
St Ot SE 0 st N\oe |
v L! : I
st
61

L1

T

00000T

00000TT

00000ET

BIUBPUNGY

91



Capitulo V

Por tanto, fue necesario diluir todas las muestras tratadas antes de analizarlas. Se realizé una
primera dilucién 1:4 de los 1.5 mL de extracto final para poder analizar y cuantificar el grupo
de FAME minoritarios. A partir de esa dilucién, se preparé otra muestra mas diluida,

concretamente 1:400, especifica para cuantificar los FAME mayoritarios.

5.9. VALIDACION DEL METODO

La validacion del método se realizd teniendo en cuenta las directrices de la Comision
Internacional de Armonizacién (ICH)®, en términos de linealidad, limites de deteccién y

cuantificacion, exactitud y precisién.

5.9.1. LINEALIDAD

Se estudio el posible efecto matriz, con el fin de comprobar si era posible emplear las curvas
de calibrado por patrén externo para determinar FAME en muestras de patatas fritas. Se
realizd6 una comparaciéon de las pendientes de las lineas de calibrado obtenidas mediante
patron externo, con las pendientes obtenidas adicionando concentraciones conocidas de
patrones a una muestra real de patatas fritas sometida al tratamiento de muestra
desarrollado, obtenidas para seis niveles de concentracion, y por duplicado, entre 30g/100g

(FAME mayoritarios) y 0.01mg/100g (FAME minoritarios).

Como ejemplo, en la Figura 22 se muestra una comparaciéon de ambas pendientes con su
intervalo de confianza, para el FAME C18:2(n6). Los intervalos de confianza de ambas
pendientes se superponian, por lo que se pudo deducir que la matriz no tenia ningun efecto
sobre la sefal de los analitos y que era posible emplear el calibrado por patron externo para

cuantificar FAME en patatas fritas.
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Figura 22. Grafica de comparaciéon de pendientes de las lineas de calibrado mediante adiciones patrén y por

patron externo, para el C18:2(n6) en la muestra de patata frita Mustang con aceite vegetal 1.

La Tabla 27 muestra los valores de las ecuaciones de las lineas de calibrado por patrén externo
para los 36 FAME. La linealidad se evaludé a partir de las mismas curvas de calibracién
obtenidas por regresiéon lineal por minimos cuadrados a partir de la respuesta del ién
mayoritario (T) para cada uno de los analitos estudiados. Los graficos obtenidos mostraban
lineas rectas, con una interseccion no significativamente diferente de cero (p < 0,05), en todo

el intervalo estudiado (R* > 0,99).
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Tabla 27. Parametros de la regresion (pendiente y RZ), limites de deteccion (LOD), cuantificacion (LOQ) y

repetibilidad de los 36 FAME estudiados (n=5) para la variedad de patata frita Mustang con aceite 1.

FAME Parametros Limites Repetibilidad (n=5)
regresion (mg/100g)
N2 Mayoritarios Pendiente R? LOD LOQ SILIME LT RSD
(8/100g) (%)
11 C16:0 657670  0.9985  0.12 0.40 3.52 0.2
15 C18:0 655184  0.9967 0.13 0.42 1.36 2
17 C18:1(n9) 194502  0.9947  0.65 2.1 25.3 0.1
19 C18:2(n6) 203492  0.9988  0.43 1.4 4.84 0.5
Ne Minoritarios  Pendiente R? LOD LOQ SRET GED
(mg/100g) (%)
1 C6:0 836596  0.9979  0.01 0.02 0.03 7
2 C8:0 473915  0.9969  0.08 0.3 7.34 5
3 C10:0 1221267  0.9933  0.06 0.2 3.10 4
4 C11:0 1233815  0.9948  0.01 0.04 0.14 3
5 C12:0 1291932  0.9953  0.09 0.3 8.44 4
6 C13:0 1277773  0.9947  0.01 0.02 0.05 1
7 C14:0 1362089  0.9992  0.08 0.3 115 4
8 C14:1(n5) 489550  0.9992  0.03 0.09 3.24 0.9
9 C15:0 1367981  0.9993  0.07 0.2 8.79 5
10 C15:1(n5) 546595  0.9973 0.1 0.3 26.8 1
12 C16:1(n7) 416950  0.9967  0.09 0.3 20.5 2
13 C17:0 1274223  0.9967  0.08 0.3 7.39 0.9
14 C17:1(n7) 442127  0.9991 0.1 0.4 5.51 0.2
16 C18:1(n9;t9) 393889  0.9995 0.1 0.4 25.6 0.5
18 C18:2(n6;t9t12) 439113  0.9989 0.09 0.3 <L0Q <LoQ
20 C20:0 1032503  0.9997 0.1 0.5 58.9 0.1
21 C18:3(n6) 427997  0.9970 0.1 0.3 22.5 0.1
22 C20:1(n9) 382390  0.9982 0.1 0.4 26.1 0.1
23 C18:3(n3) 537912  0.9964 0.3 0.9 255 0.3
24 C21:0 901757  0.9973 0.06 0.2 0.75 2
25 C20:2(n6) 397873  0.9976  0.08 0.3 1.67 0.08
26 C22:0 848183  0.9978 0.2 0.8 106 0.4
27 C20:3(n6) 388462  0.9983  0.05 0.2 0.75 0.05
28 C22:1(n9) 313767  0.9976 0.1 0.4 0.70 2
29 C20:3(n3) 462020 0.9981  0.06 0.2 <L0Q <Lo0Q
30 C20:4(n6) 422275  0.9985  0.02 0.09 0.19 2
31 C23:0 763669  0.9980 0.05 0.2 4.70 2
32 C22:2(n6) 352145  0.9954  0.01 0.03 0.07 7
33 C24:0 713670  0.9976  0.06 0.2 63.0 0.8
34 C20:5(n3) 467841  0.9969 0.01 0.02 <L0Q <LoQ
35 C24:1(n9) 226888  0.9934  0.09 0.3 <L0Q <L0Q
36 C22:6(n3) 325067 0.9981  0.04 0.1 0.17 0.7
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5.9.2. LIMITES DE DETECCION Y CUANTIFICACION

Los limites de deteccién y de cuantificacion se determinaron experimentalmente en muestras
de patatas fritas para cada FAME como 3 y 10 veces la relacion sefial/ruido, respectivamente.
La Tabla 27 muestra los valores correspondientes para una de las variedades de patatas fritas
estudiadas (Mustang), en la cual han sido calculados estos limites, cuyos resultados fueron

comparables para la otra variedad (Hermes).

Los limites de deteccién para los FAME minoritarios estaban comprendidos entre 0.01 y 0.3
mg/100g, mientras que los limites de cuantificacién englobaban valores entre 0.02 y 0.9
mg/100g. En cuanto a los FAME mayoritarios, éstos fueron mas altos, abarcando un intervalo
entre 0.12-0.65 mg/100g y 0.40-2.1 mg/100g para los limites de deteccién y cuantificacion

respectivamente.

5.9.3. EXACTITUD Y PRECISION

La precision del método se evalud a través de la repetibilidad, en términos de desviacién
estandar relativa (% RSD). Se cuantificaron tanto los acidos grasos mayoritarios como
minoritarios, llevandose a cabo la preparacién de la muestra y su cuantificacion por

quintuplicado.

Los resultados para una de las muestras de patatas fritas (Mustang) se muestran en la Tabla
27. Todas las desviaciones estandar relativas obtenidas, incluyendo los resultados de precision
de la variedad Hermes, fueron inferiores a un 10%, por lo que el método propuesto se

considero preciso.

Por otro lado, para evaluar la exactitud del método, se compard la cuantificacion mediante el
método propuesto de una serie de muestras reales, con una cuantificacién de las mismas
muestras mediante el método de adiciones patron. Como ejemplo, se muestra en la Tabla 28
los resultados obtenidos para 4 de los analitos estudiados (2 FAME mayoritarios y 2
minoritarios) en una de las muestras analizadas (Hermes). Puesto que el resto de resultados,
tanto en la misma variedad de patata frita como en la otra (Mustang) fueron comparables, se

pudo afirmar que el método propuesto ademas de ser preciso era exacto.
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Tabla 28. Comparacion de concentraciones e intervalos de confianza (IC), de 4 FAME, entre los métodos de patron

externo y adiciones patrdn, para la variedad de patata Hermes con aceite 2.

FAME Patron externo

Adiciones patrén

Concentracion

Concentracion

Mayoritarios media (2/100g) IC (g/100g) media (2/100g) IC (g/100g)

C16:0 3.17 +0.03 3.20 +0.04

C18:1(n9) 23.50 +0.04 23.52 +0.03

Minoritarios Cor.\centracién IC (mg/100g) Cor.\centracic'm IC (mg/100g)
media (mg/100g) media (mg/100g)

C14:0 72.1 +0.2 71.9 +0.4

C18:3(n3) 294 4 289 +6

5.10. APLICACION DEL METODO

Un total de 28 muestras de diferentes patatas fritas, obtenidas directamente después del
proceso de fritura y proporcionadas gentilmente por Facundo S.A. (Palencia, Espafia), fueron
analizadas. Todas ellas pertenecian a dos variedades de patata diferentes, Hermes y Mustang.
Ademads, se emplearon dos lotes de una mezcla similar de aceites vegetales para freir las
patatas: aceite vegetal 1, compuesto por una mezcla de aceite de oliva/aceite de girasol 80:20
(v/v) y aceite vegetal 2, compuesto por una mezcla 82:18 (v/v). Cada una de las 28 muestras se
analizaron por triplicado en un tiempo no superior a 48 h después de realizada la toma de

muestras.

5.11. RESULTADOS Y DISCUSION
5.11.1. DETERMINACION DE FAME EN MUESTRAS DE PATATAS FRITAS

El método optimizado y validado se aplicé al analisis de 28 muestras de patatas fritas con el fin
de identificar y cuantificar en cada una de ellas los 36 acidos grasos estudiados. La Tabla 29
muestra las concentraciones medias (n=7) junto con los intervalos de confianza (a=0.05) de
cada analito en cada una de las muestras, agrupadas por variedad (Hermes y Mustang) y

teniendo en cuenta el aceite de fritura usado en cada caso (aceite vegetal 1y aceite vegetal 2).

Los resultados de la Tabla 29 se utilizaron para establecer los perfiles de acidos grasos para
cada tipo de patata frita, ademds de para obtener interpretaciones tanto nutricionales como

estadisticas.
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Tabla 29. Concentraciones medias e intervalos de confianza (IC; a=0.05) de los 36 acidos grasos para las muestras
de patatas fritas agrupadas en funcion de la variedad de patata y el aceite utilizado (H: Hermes; M: Mustang; 1:

aceite vegetal 1; 2: aceite vegetal 2).

FAME Concentracién media * IC (g/100g)

Mayoritarios H1 H2 M1 M 2
C16:0 3.80 +0.06 3.17 +0.03 3.52 +0.01 3.48 +0.01
C18:0 1.73 +0.02 2.08 +0.01 1.36 +0.04 1.40 +0.01
€18:1(n9) 23.0+0.1 23.5+0.1 25.3+0.1 25.0+0.1
C18:2(n6) 4.81+0.02 5.08 +0.01 4.84 +0.04 4.68 +0.02
FAME Concentracion media * IC (mg/100g)
Minoritarios H1 H2 M1 M2
C6:0 0.2+0.1 0.2+0.1 0.03 +0.02 0.09 +0.01
C8:0 18.5+0.2 7.57 £+0.12 7.34 £0.55 6.52 +0.05
€10:0 3.53+0.09 1.98 +0.04 3.10+0.20 1.59 +0.10
C11:0 0.14 +0.01 0.15+0.01 0.14 +0.01 0.16 +0.01
C12:0 5.93+0.16 23.9+0.2 8.44 +0.57 25.0+1.0
€13:0 0.03+0.01 0.06 +0.01 0.05 + 0.02 <LoQ*
C14:0 130+1 72.1+0.2 115+8 93.9+0.5
C14:1(n5) <LoQ® <L0Q” 3.24 £0.05 3.85 +0.09
C15:0 9.51+0.11 10.1+0.1 8.79 +0.70 9.90 +0.67
€15:1(n5) 37.7+0.2 27.7+0.6 26.8+0.5 23.1+1.2
€16:1(n7) 27.2+0.3 1.26 +0.01 20.5+0.6 2.67+0.18
€17:0 8.77 £0.20 2.98 £0.13 7.39£0.10 4.20+0.15
C17:1(n7) 4.78+0.12 6.80 +0.11 5.51+0.15 5.51+0.13
€18:1(n9;t9) 20.0+0.1 24.0+0.6 25.6 0.2 24.8+0.3
C18:2n(6;t9t12) 6.37 +0.02 6.96 +0.12 <L0Q°¢ 6.74 +0.35
C18:3(n6) 24.9+0.1 16.0+0.1 22.5+0.6 14.4+2.8
€18:3(n3) 279+1 295 + 4 255+ 14 257 +4
€20:0 67.0£0.1 83.2+0.8 58.9+ 0.3 90.6+1.4
€20:1(n9) 25.7 0.2 240+1 26.1+0.5 27.4+1.7
€20:2(n6) 1.62 +0.01 2.23 +0.02 1.67 +0.04 1.60 +0.2
€20:3(n6) 0.80 +0.01 0.84 +0.01 0.75 +0.04 0.49 +0.02
€20:3(n3) <LoQ* <L0Q* <L0Q* <LoQ*
€20:4(n6) <LoQ” <L0Q" 0.19 +0.01 0.19 +0.02
C20:5(n3) <LoQ*® <LoQ? <LoQ? <LoQ*®
C21:0 0.66 +0.01 3.3+0.2 0.75 +0.02 0.81 +0.02
€22:0 98.5+0.4 151+ 1 106 + 1 181+1
€22:1(n9) 0.68 +0.01 1.8+0.1 0.70 +0.02 0.53 +0.04
€22:2(n6) 0.04 +0.01 0.1+0.1 0.07 +0.01 0.1+0.1
€22:6(n3) 0.15 +0.01 0.17 +0.01 0.17+0.01 0.16 +0.01
€23:0 3.88 +0.05 10.5+0.2 4.70 +0.15 3.44 £0.10
C24:0 59.0 +0.4 68.8+1.2 63.0 £0.8 62.6 £0.5
C24:1(n9) 0.37+0.01 1.2+0.1 <LoQ° 0.82+0.02

2 L0Q< 0.02mg/100g. ® LOQ< 0.09mg/100g. € LOQ< 0.3mg/100g. ° LOQ< 0.2mg/100g
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Los resultados fueron consistentes con los esperados a partir de un aceite vegetal de fritura

tipico®®*¥, cuyos acidos grasos mas comunes son C18:1(n9), C18:2(n6), C16:0 y C18:0. También
se pudo encontrar presencia de otros acidos grasos de los aceites en bajas concentraciones en

las patatas fritas, como C12:0, C14:0, C16:1(n7), C18:3(n3), C20:0, C20:1(n9) y C22:0.

En general, los alimentos con menor contenido en dacidos grasos son mas beneficiosos en
términos nutricionales. La Tabla 30 muestra algunos de los grupos de 4acidos grasos mds
relevantes en cuanto al aspecto de la salud y nutricién humana. Aparecen especificadas, en
cada variedad de patata, las concentraciones totales de acidos grasos y los porcentajes de cada
grupo de 4acidos grasos mds importantes: saturados, trans, w-3, w-6, w-9 y relacién omega
6/omega 3 (w-6/w-3). En general, se concluyé que la variedad de patata Hermes contenia
cantidades totales de acidos grasos menores y con relaciones w-6/w-3 inferiores, por lo tanto
cabria esperar que su consumo moderado fuera menos perjudicial para la salud. Sin embargo,
estos beneficios no compensarian por poseer mayores porcentajes de acidos grasos trans y

saturados, en comparacién con la variedad Mustang.

Tabla 30. Concentraciones y porcentajes de masa medios de los diferentes grupos de acidos grasos mas
relevantes en la nutricion humana, en las variedades de patatas fritas estudiadas. (H: Hermes; M: Mustang; 1:

aceite vegetal 1; 2: aceite vegetal 2).

Acidos grasos

Muestra g/100g % Relacion
Ciotal Saturados trans w-3 w-6 w-9 w-6/w-3
H1 34.2 17.4 0.08 0.82 14.2 67.4 17.4
H2 34.7 16.4 0.09 0.85 14.7 67.9 17.3
M1 35.8 14.7 0.07 0.71 13.6 70.8 19.0
M 2 35.4 151 0.09 0.73 133 70.7 18.3

Ciotal: CONcentracion total de acidos grasos en cada muestra de patatas fritas.

5.11.2. ANALISIS DE VARIANZA

Se realizé una prueba de ANOVA de dos vias para evaluar si la variedad de patata, el aceite de
fritura o la interaccion entre ambos factores tuvieron una influencia significativa en el

contenido de acidos grasos de las muestras analizadas.
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La Tabla 31 muestra los factores o interacciones que presentan diferencias significativas (p-
valor<0.05) mediante asteriscos. Con respecto a los acidos grasos mayoritarios, se encontraron
diferencias significativas para C18:0 y C18:1(n9) en términos de la variedad de patata e

interaccion patata-aceite, y para C16:0 Unicamente en la interaccidn patata-aceite.

Por otra parte, se encontraron diferencias significativas respecto a la variedad de patata o el
aceite vegetal de fritura en 9 y 4 los acidos grasos minoritarios, respectivamente; mientras que
se observaron efectos significativos debidos a la interaccién patata-aceite en 15 acidos grasos
minoritarios. EIl mayor numero de diferencias encontradas para los FAME minoritarios pudo
ser debido al hecho de que los aceites vegetales no tenian una composicién tan homogénea
para los minoritarios como para los acidos grasos mayoritarios. Sin embargo, pudo concluirse
que el aceite vegetal empleado para la fritura era un factor influyente en los perfiles de acidos
grasos de patatas fritas. Ademas, también se concluyd que el mayor nimero de diferencias
significativas en el contenido final de acidos grasos de las diferentes muestras analizadas se

debia principalmente a la variedad de patata.
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Tabla 31. Efectos significativos (*) (p-valor< 0.05) de las variables estudiadas en funcién de la

variedad de patata, el aceite vegetal de fritura y la interaccidn entre ambos factores.

Factor

Variable

Patata Aceite vegetal Patata -Aceite
C6:0 * *
C8:0 * *
C10:0
C11:.0
C12:0 * *
C13:0
C14:0 * *
C14:1(n5)
C15:0
C15:1(n5) *
C16:0° *
C16:1(n7) * *
C17:0 *
C17:1(n7) * *
C18:0° * *
C18:1(n9;t9) * *
€18:1(n9)? * *
C18:2(n6;t9t12)
C18:2(n6)?
C20:0 *
C18:3(n6)
€20:1(n9) * *
C18:3(n3) * *
C21:0 * *
C20:2(n6)
C22:0 *
C20:3(n6) * *
€22:1(n9)
€20:3(n3)
C20:4(n6)
C23:0
C22:2(n6) * *
C24:0
€20:5(n3)
C24:1(n9)
C22:6(n3)

® FAME mayoritarios.
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5.11.3. ANALISIS DE COMPONENTES PRINCIPALES

Una vez realizados los analisis de varianza y comprobadas las diferencias significativas para las
muestras en funcion de la variedad de patata y el aceite de fritura, el siguiente paso en la
interpretacion de los resultados pasé por llevar a cabo una visién global de los mismos.
Teniendo en cuenta el elevado nimero de variables puestas en juego, la herramienta

estadistica adecuada para la interpretacion de los datos era el PCA.

En primer lugar, se comprobd la idoneidad del andlisis estadistico mediante el test de
esfericidad de Barlett. La significacion obtenida permitid considerar la matriz de correlaciones

adecuada para la aplicacién de un PCA para describir los datos.

En la Tabla 32 se representan los valores propios y el porcentaje de varianza explicada por
cada componente principal extraido para los autovalores mayores de la unidad. Ademas, se
llevd a cabo una rotacion de las componentes para hacer mas sencilla la interpretacién de los
pesos de las variables en las componentes, ya que se maximizaban los pesos de las variables en
algunas componentes, mientras que para el resto se minimizaban. El método de rotacion

empleado fue la normalizacién Varimax con Kaiser.

Tabla 32. Autovalores iniciales y varianza total explicada en un analisis de componentes principales con rotacion

varimax.
. .. Suma de las saturaciones al cuadrado
Autovalores iniciales ..
de la rotacion
Componente
Total % varianza % acumulado Total % varianza % acumulado
1 16.161 44,891 44,891 12.013 33.371 33.371
2 7.440 20.668 65.558 7.441 20.670 54.041
3 4.906 13.628 79.186 7.158 19.884 73.924
4 3.719 10.330 89.517 4.180 11.611 85.535

Método de extraccion: Andlisis de Componentes Principales
Método de rotacién: Normalizacién Varimax con Kaiser.

Segun muestra la Tabla 32, mediante las dos primeras componentes principales se explicaba
un 54.0 % de la variabilidad de los datos originales, mientras que para las cuatro primeras
componentes la variabilidad alcanzaba un 85.5 %, por lo que, reduciendo la dimensionalidad
de los datos de 36 variables a 4 componentes no se perdia practicamente nada de la

informacidn aportada por los datos originales.
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En la Figura 23 se muestran los pesos para cada variable en las dos primeras componentes
principales (Figura 23a) y en la tercera y cuarta componentes (Figura 23b). Las dos primeras
componentes estaban definidas por los FAME: C22:2(n6), C12:0, C22:0, C18:3(n6) y C16:0; y
C22:1(n9), C21:0 y C20:2(n6), respectivamente. Todas ellas explicaban un 54% de la
variabilidad de los datos originales. Con respecto a la tercera y cuarta componentes, quedaron
definidas principalmente por los FAME: C18:2(n6;t9t12), C18:1(n9) y C18:2(n6), C20:1(n9),
respectivamente; variables que explicaban algo mas de un 31% de la variabilidad original de los

datos.
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Figura 23. Pesos de las 36 variables en la representacion de las (a) dos primeras

componentes principales y (b) en la tercera y cuarta componentes.
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Una vez seleccionadas las cargas o variables mas importantes, se calcularon las puntuaciones
de cada muestra en cada componente. La Figura 24 representa las puntuaciones de las
muestras de patatas fritas analizadas, etiquetadas segun la variedad de patata (Hermes:
marrén; Mustang: amarillo) y el aceite de fritura (aceite vegetal 1: cuadrado; aceite vegetal 2:

circulo).

Como puede observarse en la Figura 24a, de la representacion en las dos primeras
componentes principales, no habia una distribucion clara de las puntuaciones de acuerdo con
la variedad de patata. Sin embargo, se observaban mayores diferencias entre las muestras de
patatas fritas analizadas tomdandose en consideracion el aceite de fritura. Esta situacién podria
explicarse por el hecho de que C16:0, uno de los componentes mayoritarios del aceite de freir
Yy, por consiguiente, de las muestras de patatas fritas, ademds de ser una variable con bastante
peso en la primera componente principal, presentaba diferentes valores para los dos lotes de
aceite estudiados, a pesar de que los dos aceites vegetales eran similares. Sin embargo, como
se confirmd, una pequefia variacidon podria provocar diferencias en las puntuaciones para la

componente segunda, segun el tipo de aceite.

Por otra parte, al representar la tercera y cuarta componentes principales, se observé una
clara diferenciaciéon entre las dos variedades de patata, como muestra la Figura 24b. Esta
diferenciacion, debida a mayores puntuaciones de las muestras pertenecientes a la variedad
Mustang con respecto a la Hermes, se asocié principalmente a dos de los acidos grasos

mayoritarios que presentaban cargas altas en las componentes 3 y 4, C18:1(n9) y C18:2(n6).
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Figura 24. Puntuaciones para las muestras de patatas fritas en las componentes (a) primera y segunda y

(b) tercera y cuarta; etiquetadas segun la variedad de patata y el aceite vegetal utilizado en su fritura.
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5.12. CONSECUENCIAS

Se ha puesto a punto y validado un método para el analisis de 36 acidos grasos en muestras de

patatas fritas, mediante GC-MS.

El tratamiento de muestra que ha proporcionado los mejores resultados en términos de
porcentajes de recuperacion y tiempo de preparacion ha consistido en una extraccion Soxhlet
con éter dietilico seguida de una etapa de derivatizacion de los acidos grasos a ésteres

metilicos con KOH y BFs.

El método propuesto se ha aplicado a 28 muestras de dos variedades de patata diferentes
(Mustang y Hermes), elaboradas con 2 aceites vegetales de fritura de similar composicion

(aceite vegetal 1: aceite oliva/aceite girasol 80:20 (v/v); y aceite vegetal 2: mezcla 82:18 (v/v)).

Se ha observado que los acidos grasos mayoritarios en las muestras de patatas fritas fueron

C18:0, C16:0, C18:2(n6) y C18:1(n9).

Se han obtenido mayores concentraciones totales de acidos grasos y relaciones w-6/w-3
superiores para las muestras de patatas fritas pertenecientes a la variedad Mustang. Sin
embargo, sus porcentajes en acidos grasos trans y, sobre todo, saturados, son menores que

para la variedad Hermes.

Mediante andlisis de varianza se ha demostrado que la variedad de patata causa mas
diferencias significativas (11) que el lote de aceite vegetal utilizado para la fritura (4), en
términos de contenido de acidos grasos. De hecho, la interaccién entre ambos factores ha
proporcionado mas diferencias significativas (18), especialmente para los dacidos grasos

minoritarios.

Igualmente se ha establecido, por medio de un analisis de componentes principales, la
existencia de grupos de muestras similares desde el punto de vista del contenido en &cidos
grasos, en funcién, principalmente, de la variedad de patata y, en menor medida, en funcién

del aceite vegetal empleado en el proceso de fritura.
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Separacion de ésteres metilicos de dcidos grasos mediante GCxGC-FID

6.1. INTRODUCCION

Como se ha sefialado en el capitulo anterior, los acidos grasos son elementos nutricionales
importantes para los seres vivos. El organismo puede sintetizar muchos acidos grasos. Sin
embargo, aquellos que no pueden ser sintetizados en cantidades adecuadas deben ser
obtenidos de la dieta, y se denominan acidos grasos esenciales (EFA). Dentro de los EFA, las
dos familias mas representativas son los acidos grasos poliinsaturados de cadena larga w-3 y
w-6, cuyos acidos grasos mds caracteristicos son el (a-) linolénico (C18:3(n3)) y el linoléico

(C18:2(n6)), respectivamente.

El interés que generan los acidos grasos, reflejado en los numerosos trabajos de investigacidon
llevados a cabo, principalmente relacionados con la salud y la alimentacidn, puede ser debido
a su influencia directa en la salud humana; no sélo a nivel del metabolismo como un
acumulador de energia, o por su participacion en las membranas bioldgicas y en la acilacién de
proteinas®, sino también porque pueden influir positiva o negativamente en una serie de
enfermedades tales como hipertensiéon, hipotrigliceridemia, enfermedades coronarias del

corazon y cardiovasculares, cancer, etc®®,

Por otra parte, en los ultimos afios se estd dando cada vez mds importancia al
aprovechamiento de subproductos agricolas, marinos, de la industria agroalimentaria y de las
cadenas de distribucion de alimentos, asi como de la biomasa urbana. Este interés se debe
principalmente al hecho de que se generan anualmente toneladas de residuos cuya
eliminacion habitualmente supone un elevado coste sumado al de produccion. En cambio, su
valorizacion reduciria el impacto ambiental y facilitaria la obtencion de determinados
principios activos, aditivos y materias primas que podrian ser utilizados en otras actividades
empresariales: farmacéutica, quimica, industria agroalimentaria, abonos organicos vy

alimentacion animal, entre otros.

Los subproductos mas utilizados con estos fines han sido sobre todo residuos de frutas y
verduras®®. Dentro de ellos, uno de los cultivos que ha suscitado el interés por desarrollar una
utilidad alternativa de sus subproductos ha sido el brdcoli (hojas, tallos, etc.). Las pellas o
floretes del brécoli constituyen la parte del vegetal mas apreciada pero sélo representan el 25
% de la planta, lo cual da lugar a un 75 % de material vegetal sin utilidad alimentaria, ganadera
o industrial con un importante impacto medioambiental, a pesar de que puedan tener una

composicion similar a las partes comestibles de la planta. Por ello, el conocimiento de su
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composicion fitoquimica ha sugerido un gran potencial de aprovechamiento de sus
subproductos como fuente de ingredientes y compuestos bioactivos, promotores de la salud y

nutrientes de gran valor®®

. Por tanto, en este estudio se ha buscado verificar también la
composicion de acidos grasos de las hojas de brécoli para su posible conversién en productos

alimentarios biofortificados con un valor afiadido o con caracteristicas nutraceuticas.

Como ya se ha explicado en el capitulo anterior, para la determinacion de acidos grasos de
cualquier matriz es necesario llevar a cabo un tratamiento de muestra basado en una primera
etapa de extraccién de los lipidos de la propia matriz. Las técnicas mas utilizadas son las
extracciones sdlido-liquido o liquido-liquido tradicionales, como el Soxhlet, u otras mas
modernas y automatizables que evitan el uso de tal cantidad de disolventes’. Algunas de ellas
son la extraccion asistida por microondas (MAE), la extraccion acelerada con disolventes (ASE),
la extraccion ultrasénica con disolventes (USE) y la extraccion con fluidos supercriticos (SFE).
De todas ellas, la técnica mas favorable y mas empleada para obtener extractos de alimentos

limpios y enriquecidos en determinados analitos de interés es la SFE”%.

El fluido supercritico mas ampliamente utilizado es el didxido de carbono (CO,) puesto que no
posee ni una temperatura ni una presion criticas excesivamente elevadas (31.3 2C y 73.8 bar),

su reactividad quimica es baja y puede ser separado de los extractos facilmente.

En cuanto al posterior andlisis de los dcidos grasos, basandonos también en el capitulo
anterior, la técnica utilizada tradicionalmente ha sido la GC, empleando tanto detectores
FID®*® como MS**97° |a utilizacién de otras técnicas cromatograficas para separar e
identificar acidos grasos, como son HPLC™ y de fluidos supercriticos (SFC)”, practicamente no

se han empleado con este fin.

Por este motivo, una vez extraidos los acidos grasos se realiza una etapa de derivatizacidn que,
en este caso, consiste en una esterificacion a sus FAME catalizada en medio acido o basico,
siendo el hidréxido potasico (KOH) en metanol con catalizador trifluoruro de boro (BF;) el

procedimiento mas empleado®®*%*%%8

(capitulo V).

Sin embargo, a medida que aumenta la complejidad de las muestras a analizar y el nimero de
analitos a determinar, incluso utilizando las columnas de liquidos idnicos disponibles
actualmente en equipos GC-MS, resulta complicado lograr una total separacion de todos los

compuestos, especialmente si se trata de isdmeros geométricos’>”>.
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Por ello, la tendencia actual, sobre todo en relacidon con el andlisis de alimentos, estd mas
enfocada hacia la separacion y determinacion mediante técnicas multidimensionales de
cromatografia de gases (MDGC)*2. Estas técnicas MDGC han surgido como posibles alternativas
para resolver algunas de las limitaciones en el andlisis de muestras complejas de la técnica GC
convencional, principalmente debido a su mayor poder de resolucién. Concretamente, la mas
utilizada es la GCxGC>*7®® donde la muestra se separa en dos columnas cromatograficas de
diferente naturaleza, conectadas en serie, de forma que todo el efluente de la primera
columna (primera dimension, 'D) se transfiere a la segunda (segunda dimensién, *D) gracias a

un sistema de transferencia o modulador’*®**®,

Ademds, la GCxGC proporciona
cromatogramas en dos y tres dimensiones (2D y 3D) utiles, por un lado, para identificar
analitos desconocidos a través de tendencias, por ejemplo, en series homdlogas de
compuestos, como lo son los FAME; y, por otra parte, para determinar analitos de forma

rapida y sencilla, gracias a la creacién y aplicacién de plantillas de referencia®®.

En GCxGC, la seleccién de las dos columnas para conectar en serie es muy importante. Las
combinaciones de columnas se organizan en dos tipos, dependiendo del grado de
ortogonalidad®: ortogonalidad convencional, con combinaciones apolar x polar; vy
ortogonalidad inversa, cuyas columnas estdn colocadas de forma opuesta, es decir, polar x
apolar. Experimentalmente, se han empleado todas las combinaciones para la separacién de
diferentes grupos de FAME. Ademas, se han utilizado de forma conjunta ambos sistemas, con
el fin de aprovechar plenamente las ventajas proporcionadas por cada uno de ellos e
identificar el mayor numero de compuestos mediante la comparacién de ambos

cromatogramas complementarios>>®°.

También, el modulador es un punto clave de la GCxGC. Se han desarrollado muchos sistemas
basados en diferentes principios. En general, se clasifican en dos categorias principales:

moduladores térmicos’’”®

y de valvulas. Dentro de estos ultimos, el modulador de flujo capilar
(CFT)®*#, desarrollado en 2006 por Seeley et al.?®, se esta convirtiendo en la mejor alternativa
frente a los moduladores criogénicos, ampliamente utilizados para GCxGC, por su facilidad de

manejo, sin necesidad de usar liquidos criogénicos y por su robustez.

Los sistemas de deteccién mas utilizados con esta técnica GCxGC>* han sido el FID (GCxGC-
FID)**%7780 v e| de espectrometria de masas, sobre todo, el de tiempo de vuelo (GCxGC-

TOF)****’®%7  Otros detectores, como el de captura de electrones (ECD), también se han
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empleado en esta técnica pero para la determinacién de otros analitos y no de FAME en

alimentos.

Por todo ello, el objetivo fundamental de este trabajo ha consistido en explotar la utilidad de
un sistema GCxGC-FID equipado con un modulador CFT, basado en microfluidica, para lograr la
mejor separacion cromatografica de FAME, incluyendo dos grupos de isémeros de EFA, como
son los acidos linoléico y linolénico. Para ello, se han estudiado diferentes combinaciones de
columnas modificando, tanto la ortogonalidad, como la naturaleza y longitud de la segunda
dimensién, con el fin de encontrar el set de columnas cuya optimizacidon proporcionase las
mejores separaciones y resoluciones en 2D de todos los compuestos estudiados. Por ultimo, el
método GCxGC-FID propuesto se ha empleado para determinar la composicién de acidos
grasos de una serie de muestras de hojas de brécoli liofilizadas y sometidas a un tratamiento
de extraccion de acidos grasos mediante SFE, de tres variedades diferentes (Naxos, Nubia y

Viola), a través de la creacion y aplicacion de una plantilla de referencia.

6.2. COMPUESTOS ESTUDIADOS

Se han estudiado los FAME de los acidos grasos naturales mas caracteristicos cuyas longitudes
de cadena comprenden entre 6 y 24 carbonos: saturados, mono y poliinsaturados, algunos de
ellos clasificados dentro de los grupos de acidos grasos w-3, w-6, w-9; con especial interés en

dos grupos de isomeros, del acido linoléico y del acido linolénico.

En la Tabla 23 (capitulo V) y la Tabla 33 aparecen especificados todos los FAME estudiados,

con sus respectivas formulas moleculares Cx:y(nz;catb).
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Tabla 33. Lista de los isomeros de la familia C18 estudiados, ordenados segtin el nimero creciente de atomos de

carbono e insaturaciones.

Férmula Nombre cientifico (Nombre Comtin)
C18:1(n7) cis-11 metil octadecenoato (cis-metil vaccenato)
C18:1(n12) cis-6 metil octadecenoato (metil petroselinato)
C18:2(n6)* cis,cis-9,12 metil octadecadienoato (metil linoleato)
C18:2(n6;cot12)°? cis, trans-9,12 metil octadecadienoato

C18:2(n6;t9c12)? trans,cis-9,12 metil octadecadienoato

C18:2(n6;t9t12)? trans,trans-9,12 metil octadecadienoato (metil linolelaidato)
C18:3(n3) b cis, cis,cis-9,12,15 metil octadecatrienoato (metil (a-)linolenato)

C18:3(n3;c9c12t15)"°

C18:3(n3;c9t12c15)
C18:3(n3;t9c12c15)
C18:3(n3;cot12t15) b cis,trans,trans-9,12,15 metil octadecatrienoato
C18:3(n3;t9c12t15) b trans,cis,trans-9,12,15 metil octadecatrienoato
C18:3(n3;t9t12c15) b trans,trans,cis-9,12,15 metil octadecatrienoato
C18:3(n3;t9t12t15) b trans,trans,trans-9,12,15 metil octadecatrienoato

cis,cis,trans-9,12,15 metil octadecatrienoato

b cis,trans,cis-9,12,15 metil octadecatrienoato

b trans,cis,cis-9,12,15 metil octadecatrienoato

. s s . . s b . s o) . ;.
%: 4 isémeros del 4cido linoléico. ”: 8 isémeros del 4cido (a-) linolénico.

6.3. MATERIAL, REACTIVOS E INSTRUMENTACION
6.3.1. EQUIPOS Y MATERIAL ADICIONAL

=  Equipo GCxGC-FID 7890A (Figura 2, capitulo Ill) de Agilent Technologies (Santa Clara,
CA, EEUU).
=  Equipo de extraccion con fluidos supercriticos (SFE) disefiado por el grupo de
investigacion (Figura 25). Sistema modular formado por:
= 2 bombas de doble pistén Jasco PU-1586 (Jasco Corporation, Tokio,
Japdn) para impulsar el CO, y el modificador organico.
= Bafio termostatico modelo Frigomix U de B. Braun (Melsungen,
Alemania) para enfriar la cabeza de la bomba de CO,.
= Restrictor modelo BP-1580-81, de Jasco Corporation.
= Horno modelo Jasco CO-2056 Plus, equipado con dos valvulas 7000
Rheodyne (V3, V4 en Figura 25) (Cotati, California, EEUU) y dos
valvulas (V1, V2) NV-5272 NOVA Swiss (Cesson, Francia) paran trabajar
en modo estatico o dindmico.
= Celda de extraccion (1 mL) de Jasco Corporation.

= Colector de fracciones Gilson 233XL (Villiers-le-Bel, Francia).
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Figura 25. Esquema del equipo de extraccidn con fluidos supercriticos.

= Balanza analitica de precision KERN ABT 220-5DM (Balingen, Alemania).

=  Bafio de ultrasonidos Ultrasons de JP Selecta S.A. (Barcelona, Espaiia).

= Agitador vdrtex REAX Control, Heidolph (Schwabach, Alemania).

= Estufa con un intervalo de temperaturas de trabajo entre 50 y 300 °C, Heraeus
(Madrid, Espafia).

= Sistema de concentracién mediante arrastre con nitrégeno de 6 puertos, Alltech 9555
(Alltech Associates Inc., Lexington, Kentucky, EEUU).

=  Micropipetas Eppendorf, AG (Hamburg, Alemania).

=  Material de uso general de laboratorio.

6.3.2. REACTIVOS Y PATRONES

= Hidrdgeno, nitrégeno vy aire, calidad Premier X50S de Carburos Metdlicos (Barcelona,
Espafia).

= Diclorometano, metanol y hexano de calidad Pestiscan, obtenidos de Labscan (Dublin,
Irlanda).

= Hidréxido potdsico 1N en metanol y disolucidon de trifluoruro de boro en metanol al

14%, de Fluka (Sigma-Aldrich Corporation, Misuri, EEUU).
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Agua ultrapura obtenida mediante los equipos Elix 5 y Compact Milli-Q de Millipore
(Massachusetts, EEUU).

Mezcla de isdmeros, ésteres metilicos del acido linoléico, 10 mg/mL en diclorometano,
de Supelco (referencia 47791; Sigma-Aldrich Corporation). Consta de 4 isémeros
geométricos indicados con el superindice ® en la Tabla 33.

Mezcla de isdmeros, ésteres metilicos del acido linolénico, 10 mg/mL en
diclorometano, de Supelco (referencia 47792; Sigma-Aldrich Corporation). Consta de 8
isdmeros geométricos, sefialados con el superindice ° en la Tabla 33.

Mezcla de patrones S37 compuesta por 37 ésteres metilicos de acidos grasos, 10
mg/mL en diclorometano, suministrados por Supelco (referencia 47885-u).

2 Kits de 10 (ME10-1KT) y 14 (ME14-1KT) patrones puros de ésteres metilicos

individuales de cadena saturada e insaturada, respectivamente, de Supelco.

6.3.3. COLUMNAS

Se dispuso de un total de 9 columnas capilares para establecer las diferentes combinaciones

de columnas:

Columna apolar DB-5MS (5% fenilarilen-95% metilpolisiloxano, 30 m x 0.25 mm x 0.25
um) de J&W Scientific, Agilent Technologies.

3 columnas apolares ZB-5MS de diferentes longitudes 2, 5y 10 m (5% fenilarilen-95%
dimetilpolisiloxano, 0.25 mm x 0.25 um) de Zebron, Phenomenex (California, EEUU).

3 columnas de polaridad intermedia ZB-35 de diferentes longitudes 2, 5y 10 m (35%
fenil-65% dimetilpolisiloxano, 0.25 mm x 0.25 um) de Zebron, Phenomenex.

Columna de polaridad alta HP-INNOWax, (100% polietilenglicol, 5 m x 0.25 mm x 0.15
um) de J&W Scientific, Agilent Technologies.

Columna de polaridad alta BPX 70, (70% cianopropil-30% polisilfenilensiloxano, 30 m x

0.25 mm x 0.25 um), de SGE Analytical Science (Victoria, Australia).

6.4. PREPARACION DE DISOLUCIONES PATRON

Se prepararon disoluciones madre de 1000 mg/L utilizando diclorometano como disolvente,

tanto de los patrones puros individuales como de las mezclas comerciales. A partir de ellas se

prepararon: una disolucién conjunta y disoluciones de trabajo individuales de cada uno de los

patrones puros individuales, todas ellas en diclorometano, conteniendo 10mg/L de cada uno

de ellos.
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Las disoluciones de patrones mas concentradas se conservaron en congelador a -182C,
mientras que las disoluciones de trabajo se almacenaron en el frigorifico a +429C,

permaneciendo estables al menos durante 1 mes.

6.5. DETERMINACION CROMATOGRAFICA

Para realizar una adecuada evaluacién de los diferentes pardmetros que influian en las
separaciones mediante cromatografia bidimensional se evalué, en primer lugar, qué
combinacion de columnas proporcionaba las mejores separaciones cromatograficas en dos

dimensiones.

Para ello, se tuvo en cuenta que la separacién cromatografica mediante cromatografia
bidimensional estaba fundamentalmente influenciada por cuatro parametros: el programa de
temperatura del horno, los flujos de gas portador en ambas dimensiones y el tiempo de
modulacién. Después de realizar pruebas preliminares se encontrd que, tanto los flujos de gas
portador en las dos columnas como el periodo de modulacién, mostraron una fuerte influencia

sobre la separacién de los FAME.

El procedimiento para estudiar la influencia de cada uno de los pardmetros mas importantes
en la separacién de FAME, consistié en la modificacion de uno de ellos manteniendo el resto
constantes. El criterio utilizado para determinar las condiciones éptimas de separacién de
éteres metilicos fue encontrar la mejor separacion entre la totalidad de los 47 FAME, pero
prestando especial atencién en la obtencién de la mejor separacion y resolucién en 2D entre
los picos de los dos grupos de mezclas de isdmeros (acidos linoléico, C18:2(n6), y linolénico,

C18:3(n3)).

Por tanto, se optimizaron principalmente estos cuatro pardmetros, utilizando los patrones de
ésteres metilicos, estableciéndose las condiciones finales del método cromatografico en cada

una de las combinaciones de columnas estudiadas.
Las condiciones cromatograficas de partida fueron aquellas utilizadas previamente en el

andlisis de FAME por GC convencional®, afiadiendo valores por defecto de aquellos

parametros especificos de cromatografia bidimensional. De forma que, exceptuando los cuatro
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pardmetros cromatograficos a estudiar, el resto de condiciones cromatograficas de trabajo
fueron las siguientes:
v" Volumen inyeccién: 1 pL.
Temperatura del inyector: 250 2C.
Inyeccion en modo Pulsed Splitless (sin division de flujo, con pulso de presion).
Presién del pulso de inyeccion: 31 psi hasta 0.75 min.
Flujo de purga hacia la véalvula de venteo: 50 mL/min para 0.75 min.
Flujo de purga del septum: 3 mL/min.
Flujo de ahorro de gas: 15 mL/min después de 2 min.
Temperatura del FID: 260 °C.
Flujo de hidrégeno en el FID: 20 mL/min.
Flujo de aire en el FID: 450 mL/min.

Flujo de nitrégeno (make-up) en el FID: 25 mL/min.

AN NN U N N N N N RN

Frecuencia de adquisicién de datos: 200Hz/.001min.

6.5.1. ESTUDIO DE DIFERENTES SETS DE COLUMNAS

Las 9 columnas utilizadas se combinaron segun se indica en la Tabla 34, para determinar
adecuadamente qué set de columnas producia los mejores resultados en el sistema GCxGC.
Por una parte, se emplearon dos tipos de combinaciones de columnas atendiendo a la
ortogonalidad: set de ortogonalidad convencional, compuesto por una primera columna apolar
seguida de una segunda polar (Set 1); y sets de ortogonalidad inversa, donde se invirtié el
orden de las columnas, primero una columna de mayor polaridad, seguida de una columna
apolar o de menor polaridad (Set 2 — Set 7). Por otro lado, se estudié la influencia de la
naturaleza y la longitud de la segunda columna, de 2 a 10 m, en las separaciones

cromatograficas con combinaciones de ortogonalidad inversa (Set 2 — Set 7).

Tabla 34. Combinaciones de columnas utilizadas en el estudio de la separacion de compuestos e isomeros de

FAME.
Ortogonal Ortogonal inversa
Combinacion
Set 1 Set 2 Set 3 Set 4 Set 5 Set 6 Set 7
Columna 'D DB-5MS BPX-70
Columna’D  HP-INNOWAX ZB-5MS ZB-35
Longitud 5m 2m 5m 10 m 2m 5m 10m
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Se probaron, una a una y de forma independiente, las 7 combinaciones de columnas
mostradas en la Tabla 34, variando los parametros mas influyentes hasta conseguir en cada
una de ellas la mejor separacion y resolucién en 2D de los FAME estudiados, especialmente

para las dos mezclas de isémeros del acido linoléico y linolénico.

La Tabla 35 muestra los valores finales de los 4 pardmetros cromatograficos para cada uno de

los sets de columnas ensayados.
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Cabe destacar que la reproducibilidad de los tiempos de retencidon (n=6) de los FAME
obtenidos en cada uno de los sets de columnas estudiados fue muy buena, con una desviacién
estandar en 'D y ’D menor de 0.02 min y 0.0002 min, respectivamente. Finalmente, en cuanto
a los valores éptimos de los parametros mas influyentes, recogidos en la Tabla 35, se observd
que, a medida que aumentaba la longitud de la segunda columna, independientemente de su
naturaleza, aumentaban todos ellos pero, de forma mas notable, el flujo de la segunda

dimensioén.

6.5.1.1. INFLUENCIA DE LA ORTOGONALIDAD DE LA
COMBINACION DE COLUMNAS

Se compararon los resultados entre combinaciones de columnas de diferente ortogonalidad
pero idénticas longitudes (30 y 5 m, respectivamente), es decir entre Set 1, Set 3 y Set 6 (Tabla

34).

Comparando los tres cromatogramas en 3D de la Figura 26, pertenecientes a los Set 1, Set 3y
Set 6, se concluyd que, atendiendo al nimero de atomos de carbono de los FAME, eluyeron en
orden creciente, siempre con respecto al tiempo de retencién en la primera dimension ('t,),
con independencia del conjunto de columnas empleadas. Sin embargo, el orden de elucién de
los compuestos dentro de una misma familia de FAME si que fue dependiente del set de
columnas utilizado. Mientras que en el Set 1 (ortogonalidad convencional, Figura 26a)
eluyeron en orden decreciente al numero de insaturaciones, en los sets con ortogonalidad

inversa ocurrié lo contrario, es decir, los t, fueron menores para los FAME saturados.

En general, se observd que la simetria de pico en ambas dimensiones de todos los FAME era
mejor en el Set 1, sobre todo porque cuanto mayor era el nimero de carbonos y la presencia
de insaturaciones, mas se alargaban los picos en la 2D, comportamiento muy evidente en el Set
3 (Figura 26b). Ademas, estas formas de pico mas simétricas, notables en el set ortogonal
convencional, favorecian la estimacidn de lineas de tendencias de elucién de FAME en los
cromatogramas en 2D. Sin embargo, los tiempos de retencion de los compuestos se reducian
un promedio de 20 min utilizando los sets de ortogonalidad inversa (Set 3, Set 6; Figura 26b,
26¢, respectivamente), especialmente a medida que aumentaba el nimero de atomos de

carbono de los FAME.
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Figura 26. Cromatogramas en 3D de la mezcla de patrones $S37 analizada empleando las condiciones finales de las

3 combinaciones de columnas: (a) Set 1, (b) Set 3y (c) Set 6.
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Con respecto a los FAME de la misma familia e igual nimero de instauraciones, por ejemplo
C20:3(n3) y C20:3(n6), la tendencia fue independiente de la combinacion de columnas.
Eluyeron antes los que contenian el doble enlace mds préximo al grupo éster, es decir, en
orden decreciente con respecto a sus valores “n”. Siguiendo el ejemplo, se observa en los tres

cromatogramas de la Figura 26 que los 't, son menores para el C20:3(n6).

Por otra parte, la Figura 27 muestra la separacidon bidimensional de las dos mezclas de
isdmeros de los acidos linoléico y linolénico mediante tres combinaciones de columnas de
diferente ortogonalidad: Set 1, Set 3 y Set 6. Las Figura 27a, 27b, 27c, situadas en la columna
de la izquierda corresponden a los cromatogramas en 3D del acido linoléico en cada uno de los
sets; mientras que las Figura 27d, 27e, 27f, es decir, las de la columna de la derecha, muestran

el orden de elucion de los isémeros del acido linolénico en cada una de las combinaciones.

Se observd que, en la combinacién ortogonal convencional (Figura 27a, 27d) eluian primero los
isdmeros con todos los dobles enlaces cis y, después, los trans. En caso de aparecer isémeros
con mezcla cis-trans, su comportamiento fue menos sistematico, eluyendo generalmente a
mayores tiempos de retencidn que los trans. En cambio, en las combinaciones de
ortogonalidad inversa la tendencia fue diferente, primero eluyeron los isémeros con todos los
dobles enlaces trans, a continuacién las mezclas cis-trans y, por ultimo, los cis. Ademads, con
estas combinaciones de columnas se lograron separar los 8 isémeros del acido linolénico,
especialmente los isémeros con mezcla cis-trans, como se muestra en las Figura 27e, 27f, en

comparacién con la Figura 27d.

Por todo ello se concluyd que, para realizar andlisis de FAME con las mejores separaciones en
2D, especialmente entre familias de isémeros, y reduciendo todo lo posible los tiempos de
analisis, resultaban mdas efectivas las combinaciones de columnas ortogonales inversas. De
esta forma, el estudio se centrd en los sets de ortogonalidad inversa, en los que se modificaron

tanto la naturaleza como la longitud de la segunda columna.
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Figura 27. Ampliaciones de las zonas de elucion en los cromatogramas en 3D de las mezclas de isomeros de acidos
linoléico y linolénico, analizados de forma individual empleando las condiciones finales de las 3 combinaciones de
columnas: Set 1, (a) y (d); Set 3, (b) y (e); Set 6, (c) y (f), respectivamente. Abreviaturas de los 4 isémeros del acido
linoléico: (o) C18:2(n6;t9t12); (p) C18:2(n6;c9t12); (q) C18:2(n6;t9c12); (r) C18:2(n6). Abreviaturas de los 8
isomeros del acido linolénico: (s) C18:3(n3;t9t12t15); (t) C18:3(n3;t9t12c15); (u) C18:3(n3;t9c12t15); (v)
€18:3(n3;c9t12t15); (w) C18:3(n3;c9c12t15); (x) C18:3(n3;c9t12c15); (y) C18:3(n3;t9¢c12c15); (z) C18:3(n3).
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6.5.1.2. INFLUENCIA DE LA NATURALEZA Y LONGITUD DE LA
SEGUNDA COLUMNA

Se compararon los resultados entre sets de ortogonalidad inversa compuestos por segundas
columnas de diferente naturaleza (apolar o de polaridad media) y longitud (2, 5 y 10 m);

combinaciones detalladas en la Tabla 34.

Sets con combinaciones de columnas polar alta x apolar: Set 2, Set 3, Set 4 (2,5, 10 m)

Utilizando una segunda columna de naturaleza apolar se observd que, globalmente, una
disminucién en su longitud provocaba una reduccion de los flujos de ambas dimensiones. Los

't, (min) se acortaban un promedio de 4 min, de forma mds notable entre los 10y 5 m.

Ademas, a medida que se redujo la longitud de la segunda columna, mds proximos eluyeron
los FAME. Sin embargo, mejoraban las formas de pico (menor ensanchamiento en la D) y la
resolucion en 2D. A pesar de que la separacién en 2D de los isdmeros del acido linolénico en el
Set 3, mostrado en la Figura 27e, fue muy similar para los otros dos sets de columnas, la
longitud de la segunda columna influyd ligeramente en la resolucidn entre dos parejas de
isémeros. Por una parte, la disminucion de la longitud de la segunda columna mejoraba la
resolucién en la 'D entre los isdémeros “x”,“y” (C18:3(n3;c9t12c15) y C18:3(n3;t9¢c12c15))
aunque empeoraba minimamente la resolucién en la °D para la pareja de isémeros “t”,“w”

(C18:3(n3;t9t12c15) y C18:3(n3;c9c12t15)).

Finalmente, la variacidon de la longitud de la segunda columna no mejord la separacion entre
dos FAME (C21:0 y C20:3(n6)) que coeluian en estas tres combinaciones de columnas, como se
observa en el cromatograma en 3D del Set 3 (Figura 26b), debido a la necesidad de determinar
todos los FAME en el mismo analisis, dando prioridad a la separaciéon de las mezclas de

isbmeros.

Por tanto, se concluyé que, empleando una segunda columna apolar de 2 m de longitud en
combinaciones de ortogonalidad inversa (Set 2), se mejoraban las condiciones de separacion y
resolucion en 2D de todos los FAME estudiados. Las Figura 28 y Figura 29 muestran el
cromatograma en 3D de los FAME analizados y la ampliacion de la zona de elucidon de la familia

C18, respectivamente, empleando las condiciones finales del Set 2.
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Figura 29. Ampliacion de la zona de elucion de la familia C18 en el cromatograma en 3D (Figura 28), empleando

100

28 29 30 31
t, (min)

las condiciones finales del Set 2. Abreviaturas de los 4 isomeros del acido linoléico: (o) C18:2(n6;t9t12); (p)
C18:2(n6;c9t12); (q) C18:2(n6;t9c12); (r) C18:2(n6). Abreviaturas de los 8 isomeros del acido linolénico: (s)
C18:3(n3;t9t12t15); (t) C18:3(n3;t9t12c15); (u) C18:3(n3;t9c12t15); (v) C18:3(n3;c9t12t15); (w)
C18:3(n3;c9c12t15); (x) C18:3(n3;c9t12c15); (y) C18:3(n3;t9c12c15); (z) C18:3(n3).

Sets con combinaciones de columnas polar alta x polar media: Set 5, Set 6, Set 7 (2, 5, 10 m)

Se observé que, empleando una segunda columna de polaridad media, el 't, de cada FAME
incrementaba un promedio de 3 min cuando su longitud aumentaba de 5 a 10 m, mientras que

no hubo diferencias importantes cuando la columna se redujo de 5a 2 m.

Ademds de disminuir los tiempos de andlisis, mejoraba la simetria de pico de los FAME,
especialmente de la D, al reducir la longitud de la segunda columna. Sin embargo, al
emplearse la segunda columna mds corta (2 m) la resolucién entre varios FAME empeoraba
aun mas que en el Set 6 (Figura 30), coeluyendo completamente algunos pares de picos:
C18:1(n9) y C18:1(n12); “p”, “qg” (C18:2(n6;c9t12) y C18:2(n6;t9c12)); y “x”, “y”
(C18:3(n3;c9t12c15) y C18:3(n3;t9c12c15)).
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Se concluyd que, empleando una segunda columna de polaridad media, una disminucion en la
longitud de la segunda columna no mejoraba de forma tan notable las condiciones de
separacion y resolucién en 2D, como en el caso de los sets de ortogonalidad inversa, polar alta
x apolar. En este caso, las mejores condiciones de separacidon se obtuvieron con una segunda
columna de polaridad media de 5 m de longitud (Set 6). Las Figura 30 y Figura 31 muestran el
cromatograma en 3D de los FAME analizados y la ampliacién de la zona de elucién de la familia

C18, respectivamente, empleando las condiciones finales del Set 6.

0 DI ‘- / ‘ %
10 0-20 | ,:-'_‘. -1(n7 ‘
[77 - C183(n6) ‘

26 27 28

't (min)
Figura 31. Ampliacion de la zona de elucion de la familia C18 en el cromatograma en 3D (Figura 30), empleando

las condiciones finales del Set 2. Abreviaturas de los 4 isémeros del acido linoléico: (o) C18:2(n6;t9t12); (p)
C18:2(n6;c9t12); (q) C18:2(n6;t9c12); (r) C18:2(n6). Abreviaturas de los 8 isdmeros del acido linolénico: (s)
C18:3(n3;t9t12t15); (t) C18:3(n3;t9t12c15); (u) C18:3(n3;t9c12t15); (v) C18:3(n3;c9t12t15); (w)
C18:3(n3;c9c12t15); (x) C18:3(n3;c9t12c15); (y) C18:3(n3;t9c12c15); (z) C18:3(n3).

Finalmente, de la comparacién entre las dos combinaciones de columnas que proporcionaban
mejores separaciones en 2D de todos los FAME estudiados (Figura 28 y Figura 29, para el Set 2;
y Figura 30 y Figura 31 para el Set 6) se dedujo que con el Set 6 se conseguia una separacion en
2D en un menor tiempo de analisis (menor de 40 min) y con mejores simetrias de pico y

resoluciones en 2D entre FAME, sobre todo para las mezclas de isdmeros, visibles en la Figura

132



Separacion de ésteres metilicos de dcidos grasos mediante GCxGC-FID

31. Ademas, con el Set 6 también se consiguid la separacion de los dos FAME (C21:0 y

C20:3(n6)) que coeluian en los sets con combinaciones polar alta x apolar.

6.5.2. METODO CROMATOGRAFICO

Las condiciones cromatograficas finales empleadas para la determinacion de 47 FAME de los
acidos grasos naturales mds caracteristicos, empleando el Set 6: BPX-70 (polar alta) x ZB-35
(polar media) de 5 m, fueron las siguientes:

v Volumen inyeccién: 1 L.

v" Temperatura del inyector: 250 2C.

v Inyeccién en modo Pulsed Splitless (sin divisidn de flujo, con pulso de presion).

v Flujo de hidrégeno en la primera dimensién: 0.5 mL/min.

v Flujo de hidrégeno en la segunda dimensién: 20 mL/min.

v" Presion del pulso de inyeccidn: 31 psi hasta 0.75 min.

v Flujo de purga hacia la valvula de venteo: 50 mL/min para 0.75 min.

v Flujo de purga del septum: 3 mL/min.

v" Flujo de ahorro de gas: 15 mL/min después de 2 min.

v Periodo de modulacién: 1.70s.

v" Programa de temperatura del horno:

Pendiente (2C/min) Temperatura (2C) Tiempo (min)
Inicialmente 60 0

Rampa 1 10 150 0
Rampa 2 3 230 0
Rampa 3 20 260 5

v" Temperatura del FID: 260 C.

v Flujo de hidrégeno en el FID: 20 mL/min.

v Flujo de aire en el FID: 450 mL/min.

v" Flujo de nitrégeno (make-up) en el FID: 25 mL/min.

v" Frecuencia de adquisicion de datos: 200Hz/.001min.

La Tabla 36 muestra los 47 FAME estudiados con los dos tiempos de retencién para su

determinacién cromatografica: 't, (min) y ’t, (s).
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Tabla 36. Lista de FAME identificados dispuestos por orden de elucion en la primera dimensidn, con sus tiempos

de retencidn en la primera (lt,) y segunda (Zt,) dimensidn.

Abreviaturas

s 6meros FAME 't, (min) %, (s)
C6:0 8.1 0.30

C8:0 10.6 0.47

C10:0 13.0 0.87

C11:0 14.3 1.18

C12:0 15.7 1.55

C13:0 17.2 0.30

C14:0 18.8 0.81

C14:1(n5) 19.8 0.62

C15:0 20.6 1.35

C15:1(n5) 21.7 1.09

C16:0 22.4 0.20

C16:1(n7) 233 1.56

C17:0 24.4 0.77

C17:1(n7) 253 0.35

C18:0 26.3 1.35

C18:1(n9;t9) 26.8 1.08

C18:1(n9) 27.1 0.84

C18:1(n12) 27.1 0.82

C18:1(n7) 27.4 0.79

o C18:2(n6;t9t12) 27.7 0.85
p C18:2(n6;c9t12) 28.1 0.62
q C18:2(n6;t9c12) 28.3 0.63
r C18:2(n6) 28.4 0.38
C18:3(n6) 29.3 0.02

s C18:3(n3;t9t12t15) 28.7 0.67
t C18:3(n3;t9t12c¢15) 29.1 0.46
u C18:3(n3;t9c12t15) 29.3 0.47
v C18:3(n3;c9t12t15) 29.4 0.49
w C18:3(n3;c9c12t15) 29.4 0.23
X C18:3(n3;cot12c15) 29.8 0.28
y C18:3(n3;t9c12c15) 29.8 0.25
z C18:3(n3) 30.0 0.01
€20:0 30.2 0.77

€20:1(n9) 30.7 1.52

€20:2(n6) 31.0 1.50

C21:0 321 1.34

€20:3(n6) 324 1.25

€20:3(n3) 332 0.78

€20:4(n6) 33.8 0.46

€20:5(n3) 33.9 0.78

€22:0 34.0 0.19

€22:1(n9) 348 1.14

€22:2(n6) 35.4 0.07

€23:0 35.8 0.09

C24:0 37.2 1.33

C24:1(n9) 37.8 1.44

€22:6(n3) 38.7 0.39
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6.6. TRATAMIENTO DE MUESTRA

Para determinar el perfil de los acidos grasos naturales mas caracteristicos de 4 a 24 carbonos
en muestras de vegetales, en este caso, hojas de brdcoli, fueron necesarias dos etapas en el
tratamiento de muestra. La primera de ellas consistié en un tratamiento de extraccién de los
acidos grasos de la matriz mediante fluidos supercriticos. A continuacién, se realizé6 una
derivatizacion con KOH y catalizador BF; en metanol, para transformarlos en ésteres metilicos
de 4acidos grasos, permitiendo asi su separacidon mediante cromatografia de gases

bidimensional.

6.6.1 METODO PROPUESTO

Se pesaron 0.3 g de hojas liofilizadas de brécoli en la celda de extraccién de 2 mL, colocandose
en el horno del equipo SFE. Después de 10 min de extraccion estatica, se cambié a modo
dindmico, trabajando durante 60 min con un flujo de 3 mL/min de CO, modificado con un 15 %
de metanol, a 65 2C y 250 bar de presion, recogiéndose el extracto en un vial de vidrio de 20
mL con tapa perforada, al que se habia afiadido previamente 1 mL de metanol. Finalmente, el

extracto de hojas de brécoli se diluyé con metanol hasta un volumen final de 20 mL.

A continuacidn, se llevo a cabo la etapa de derivatizacion. Se tomaron 2 mL del extracto en un
tubo sellado, afiadiendo 2 mL de KOH 1N en metanol para hidrolizar los dcidos grasos a 90 eC
durante 20 min. Una vez que estaba la muestra a temperatura ambiente, se afiadieron 3 mL de
BF; al 14% en metanol, calentandose en el horno nuevamente a 90 °C durante 20 min.
Posteriormente y una vez fria la muestra, se afiadieron 2 mL de hexano y 8.5mL de agua
desionizada, utiles para favorecer el lavado y la aparicion de dos fases. La mezcla se agitd
durante 10 min e inmediatamente después se centrifugd durante 5 min (1000xg; 20 °C). A
continuacién, se extrajo la fase orgdnica, que contenia los ésteres metilicos, filtrandose a
través de un filtro de nylon (0.45 um) y recogiéndose en un vial de 2 mL. Finalmente, se
elimind el hexano con el sistema de arrastre mediante corriente de nitrégeno,

reconstituyéndose el extracto de ésteres metilicos en 2 mL de diclorometano.

6.7. APLICACION DEL METODO A MUESTRAS REALES

Se analizaron hojas liofilizadas de brécoli, de tres variedades diferentes: Naxos, Nubia y Viola.
El brdocoli fue cultivado y las hojas liofilizadas, para su conservacion hasta su analisis, en el

Centro de Edafologia y Biologia Aplicada del Segura (CEBAS-CSIC, Murcia, Espafia),
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suministradas por la Dra. Cristina Garcia-Viguera. Todas las muestras fueron analizadas por

sextuplicado.

6.7.1. DETERMINACION DE FAME EN HOJAS DE BROCOLI

El método GCxGC-FID optimizado con la combinacidn de columnas BPX-70 x ZB-35 (5 m) fue
aplicado para tratar de identificar los acidos grasos presentes en muestras de hojas de brdcoli

de tres variedades diferentes.
A partir del cromatograma de la mezcla de los 47 FAME analizados mediante el método
cromatografico optimizado (Figura 30), se creé una plantilla para identificar los FAME de

cualquier muestra analizada con el mismo método, de una forma rapida y sencilla.

La Figura 32 muestra la plantilla de referencia creada a partir de los tiempos de retencién ('t,,

’t,) de cada uno de los FAME analizados de forma individual con el método propuesto.
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Para llevar a cabo la identificacion de los analitos en muestras reales se analizaron las muestras
mediante GCxGC-FID vy, a través del software GC Image, se establecieron correspondencias
entre los picos en la plantilla y los picos detectados en cada cromatograma en 2D. De esta

forma, se confirmé la identificacion o ausencia de cada uno de los FAME en cada muestra.

La identificacion de FAME en muestras reales fue bastante eficiente. Se consiguié determinar
la presencia de 34 FAME en las muestras de hojas de brécoli de la variedad Naxos, 32 en la
variedad Nubia (se muestra, a modo de ejemplo, su cromatograma en 2D en la Figura 33) y 35
en la variedad Viola. En la Tabla 37 aparecen especificados los FAME presentes en cada una de

las variedades, con sus 't, y ’t,.

Desde un punto de vista cualitativo, se observé que las sefiales mads intensas en todas las
muestras analizadas correspondian a los mismos 4 &acidos grasos, dos de ellos saturados:
acidos palmitico (C16:0) y estedrico (C18:0); y dos insaturados, de mayor intensidad,
especialmente el ultimo: acidos linoléico (C18:2(n6)) y linolénico (C18:3(n3)). La presencia de
este Ultimo analito fue particularmente relevante al pertenecer al grupo de acidos grasos w-3,
ya que estos compuestos no sélo promueven la salud cardiovascular sino también, el buen

funcionamiento de muchos otros sistemas biolégicos.
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Tabla 37. FAME identificados en cada una de las tres variedades de hojas de brdcoli (n=6): Naxos, Nubia y Viola.

NAXOS NUBIA VIOLA

FAME

t(min)  ’t(s) ‘t(min) ’t(s) ‘t(min)  ’t(s)
c6:0 nd nd nd nd nd nd
C8:0 nd nd nd nd nd nd
C10:0 12.8 0.89 12.8 0.89 12.8 0.88
C11:0 14.2 1.18 14.2 1.18 14.2 1.19
C12:0 15.6 1.57 15.6 1.56 15.6 1.55
C13:0 17.2 0.30 17.2 0.30 17.2 0.28
C14:0 18.9 0.80 18.8 0.80 18.8 0.81
C14:1(n5) 19.8 0.60 19.8 0.62 19.8 0.61
C15:0 20.6 1.35 20.6 1.35 20.6 1.34
C15:1(n5) 21.7 1.09 21.7 1.10 21.7 1.10
Cl6:0 22.5 0.20 22.4 0.20 22.5 0.18
C16:1(n7) 23.3 1.55 23.3 1.56 23.3 1.54
C17:0 24.4 0.77 24.3 0.77 24.4 0.75
C17:1(n7) 25.3 0.35 25.3 0.35 25.3 0.36
C18:0 26.3 1.33 26.3 1.33 26.4 1.29
C18:1(n9;t9) 26.8 1.08 26.8 1.08 26.9 1.04
C18:1(n9) 27.1 0.84 27.0 0.85 27.1 0.86
C18:1(n12) 27.2 0.82 27.1 0.82 27.1 0.82
C18:1(n7) 27.4 0.80 nd nd 27.4 0.81
C18:2(n6;t9t12) 27.7 0.84 27.7 0.85 27.7 0.83
C18:2(n6;c9t12) 28.1 0.62 28.1 0.64 28.1 0.61
C18:2(n6;t9c12) 28.3 0.63 28.3 0.63 28.3 0.63
C18:2(n6) 28.5 0.37 28.5 0.38 28.5 0.36
C18:3(n6) 29.3 0.02 29.3 0.03 29.3 0.02
C18:3(n3;t9t12t15) nd nd nd nd nd nd
C18:3(n3;t9t12c15) nd nd nd nd nd nd
C18:3(n3;t9c12t15) nd nd nd nd nd nd
C18:3(n3;c9t12t15) nd nd nd nd nd nd
C18:3(n3;c9c12t15) 294 0.23 294 0.23 29.5 0.21
C18:3(n3;c9t12c15) 29.8 0.29 29.8 0.27 29.7 0.28
C18:3(n3;t9c12c15) 29.8 0.23 29.9 0.24 29.9 0.23
C18:3(n3) 30.1 0.01 30.1 0.01 30.1 0.01
C20:0 30.2 0.76 30.2 0.76 30.3 0.77
C20:1(n9) 30.7 1.51 nd nd 30.7 1.47
C20:2(n6) nd nd nd nd nd nd
C21:0 nd nd nd nd nd nd
C20:3(n6) 324 1.26 324 1.24 324 1.21
C20:3(n3) 33.2 0.79 33.2 0.78 33.2 0.78
C20:4(n6) nd nd nd nd nd nd
C20:5(n3) nd nd nd nd nd nd
C22:0 34.0 0.20 34.0 0.19 34.0 0.20
C22:1(n9) 34.8 1.15 34.8 1.14 34.8 1.12
C22:2(n6) nd nd nd nd nd nd
C23:0 nd nd nd nd 35.7 0.08
C24:0 37.2 1.32 37.2 1.33 37.2 1.33
C24:1(n9) 37.8 1.43 37.8 1.43 37.8 1.44
C22:6(n3) nd nd nd nd nd nd

nd: FAME no detectado.
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6.8. CONSECUENCIAS

Se ha puesto a punto un método para la separacién de un gran nimero de FAME, incluidos dos
grupos de isdmeros de la familia C18: de los acidos linoléico y linolénico, mediante GCxGC-FID

con un modulador de flujo capilar.

La combinacion de columnas que ha proporcionado mejores resultados, en cuanto a
resoluciones y simetrias en 2D y menores tiempos de analisis, estd compuesta por una primera
columna de polaridad alta (BPX-70) seguida de una columna de polaridad media de 5 m de

longitud (ZB-35).

La elucién de FAME, con respecto al tiempo de retencidn en la primera dimensién, con esta
combinaciéon de columnas de ortogonalidad inversa, se ha producido en orden creciente al
numero de dtomos de carbono, de C6 a C24. Atendiendo a los compuestos pertenecientes a
una misma familia, eluyen en orden decreciente al nimero de insaturaciones. Igualmente,
para FAME de la misma familia e igual nimero de instauraciones, eluyen en orden decreciente
con respecto a sus valores “n”. Finalmente, con respecto a la geometria de los isdmeros,
eluyen primero los isémeros con todos los dobles enlaces trans, a continuacién las mezclas cis-

transy, por ultimo, los cis.

Se ha creado una plantilla de referencia para identificar los 47 FAME estudiados en cualquier

muestra analizada con el mismo método, de una forma rapida y sencilla.

El método propuesto se ha aplicado a diversas muestras de hojas de brécoli pertenecientes a

tres variedades diferentes Naxos, Nubia y Viola.

Se ha identificado la presencia de mas de 30 FAME en cada una de las variedades de brocoli

estudiadas: 34 en Naxos, 32 en Nubia y 35 en Viola.

Cualitativamente, el pico mas intenso en todas las muestras ha correspondido al acido

linolénico, C18:3(n3), cuya determinacién ha resultado importante debido a sus conocidas

propiedades favorables en nuestra alimentacidn por tratarse de un acido graso w-3.
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Cambios producidos por el tostado en la fraccidon voldtil de frutos secos

7.1. INTRODUCCION

En las ultimas décadas, la ingesta de frutos secos se ha incrementado debido a los efectos

88'89. Este aumento se ha visto

beneficiosos que generan al incluirlos en la alimentacién
influenciado por los nuevos patrones de consumo, derivados de habitos alimentarios mas
saludables relacionados con la dieta mediterrdanea, que determinan nuevos usos y no sdlo
como aperitivos o snacks, por ejemplo como ingredientes que aportan valor afiadido a otros

90,91

alimentos como el chocolate, los cereales de desayuno o las galletas™ . Entre todos los frutos

secos comestibles, los cacahuetes, las almendras, las avellanas y las pipas de girasol son

algunos de los mas populares en los paises mediterraneos® 2.

Como ya se ha citado en el capitulo IV, el aroma de los alimentos esta formado por infinidad de
sustancias quimicas cuyo estudio se ha empleado para evaluar su calidad, es decir, la
aceptacion o el rechazo por el consumidor. Por su parte, los frutos secos crudos no destacan
por tener un aroma especialmente intenso. Sin embargo, al tostarse, presentan un olor
caracteristico e identificable. Es durante este proceso de tostado cuando ciertas estructuras se
sintetizan o modifican, mediante una compleja serie de reacciones a partir de precursores
especificos, cuya combinacion aporta al producto final su textura, color, aroma y sabor
caracteristico®?®, haciéndolos mas gustosos al paladar, uno de los principales objetivos del

proceso de tostado.

Se generan numerosos compuestos volatiles, principalmente a través de: (i) la reaccién de
Maillard, donde se producen derivados nitrogenados, esencialmente pirazinas, y otros
compuestos como furanos y aldehidos; (ii) la caramelizacion de azucares, responsable de la
aparicion, entre otros, de derivados del furano; y (iii) la degradacion de los lipidos que, aunque
suele estar asociada con la formacion de aromas desagradables, también favorece la aparicion

95-99

de ciertos aldehidos y cetonas que proporcionan notas dulces y afrutadas™ . Otros grupos

quimicos importantes que aparecen son alcoholes, hidrocarburos y ciertos derivados

fe no’ | iCO595,98,100,101

La mejor manera de conocer la percepcion global experimentada al oler un producto es

mediante un andlisis sensorial®*®’

, a través de las denominadas catas que, sin embargo,
conllevan una serie de inconvenientes, entre los que destacan la necesidad de emplear un
panel de catadores entrenado, formado por un nimero considerable de individuos, asi como

un elevado coste (de dinero y de tiempo), entre otros factores. De ahi la existencia y el empleo
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predominantemente del andlisis instrumental de forma exclusiva o combinado con el andlisis

sensorial°*100-104

Sin embargo, el analisis instrumental debe llevarse a cabo sélo si previamente se han tratado
las muestras y se han aislado los compuestos volatiles del resto de interferentes de la matriz,
voldtiles que se encuentran en un intervalo de volatilidad y concentracion muy amplio que, en
muchos casos, va acompanado por problemas de inestabilidad. Por ello, el tratamiento de

muestra resulta ser normalmente la etapa mas critica de todo el proceso analitico.

Existen multitud de tratamientos de muestra para extraer los compuestos volatiles de matrices

alimentarias, como ya se ha sefialado en el capitulo IV. Concretamente, en frutos secos, se han

100,105

empleado técnicas de destilacidon-extraccion simultanea (SDE) . hidro-destilacion®,

104,106-108 109

diferentes modos de extraccién con disolventes e incluso SFE™". Otros procedimientos

95,98,106,110

ampliamente utilizados han sido las extracciones SPE y SPME que, junto con las

MLU2 como dindmico®'™, han jugado un papel muy

técnicas de headspace, tanto estatico

importante en el aislamiento de este tipo de analitos, incluso llegdndose a combinar (HS-
95,110,114 .

SPME) para concentrar las muestras cuando los analitos estaban presentes en muy

bajas concentraciones.

En términos generales, las técnicas de HS se caracterizan por una manipulacion minima de la
muestra y por no emplear disolventes orgdnicos, lo que hace que sean sumamente sencillas, a
pesar de que no permiten concentrar los volatiles o discriminar aquellos menos volatiles, lo
gue provoca una baja sensibilidad del método. Sin embargo, permiten obtener extractos
mucho mas limpios, sin impurezas o contaminantes, y posteriormente evitan la interferencia
cromatografica del pico del disolvente, que muchas veces impide la determinacion de algunos
voldtiles. Asimismo, el HS no dafia ni destruye las muestras, de modo que se obtiene el
extracto de la forma mas parecida posible a la fraccidn volatil que se inhala y llega al epitelio
olfativo al oler cualquier alimento (niveles organolépticos), al tiempo que permite el

acoplamiento directo con GC'*°.

Precisamente, la técnica instrumental mas adecuada para identificar y cuantificar estos
compuestos volatiles es la GC. Al igual que para el andlisis de estos analitos en vinos (capitulo

IV), en matrices de frutos secos la técnica mas ampliamente utilizada es la GC-

95,102,103,105,113,114 96,97,103,114
MS

y, en menor medida, con detectores FID . Cabe mencionar que la

nariz electrénica también se ha utilizado para estudiar especificamente ciertas fracciones
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volatiles, con el objetivo de obtener la maxima cercania entre los sabores derivados de los

alimentos y las respuestas medidas objetivamente con equipos°1?103:105,

Sin embargo, como ya se ha citado anteriormente en el capitulo VI, la tendencia actual esta
mas orientada hacia la separacion y determinacién mediante técnicas multidimensionales de
, 53 .. . . . .y
cromatografia de gases™, con el objetivo de ampliar el conocimiento de la composicién de la
fraccion volatil de matrices complejas. Destacan la cromatografia bidimensional de heart-

93,102,107

cutting con detector de espectrometria de masas cuadrupolar (2D-GC-qMS) pero, sobre

todo, GCxGC acoplada a detectores FID* y qMS*#10%1%6 § TOF108110,

En cuanto a los moduladores utilizados en GCxGC para el andlisis de estos analitos,

normalmente son moduladores térmicos®®!04106:108:110

. Sin embargo, uno de los objetivos de
este estudio es demostrar la idoneidad de la técnica GCxGC equipada con un modulador de
flujo capilar®, CFT, para analizar compuestos volatiles en diferentes frutos secos, debido a su

rapida respuesta, su robustez y bajo precio.

Otro aspecto importante a tener en cuenta en la técnica GCxGC es, ademas de la combinacion
de columnas elegida para realizar los analisis, la optimizacion de los parametros
cromatograficos mas influyentes en las separaciones en 2D. En este estudio, se ha pensado en
el disefio de experimentos como alternativa para la optimizacion del método cromatografico.
Concretamente, el disefio central compuesto (CCD) permite un rastreo rapido de intervalos de
condiciones amplios, ademads de indicar la participacién de cada factor en la respuesta final.
Ademds, los CCD se utilizan para describir los efectos individuales y el efecto acumulativo de
los parametros en la respuesta, siendo el disefio factorial con mas éxito para la optimizacién

de parametros con un nimero limitado de experimentos™®.

Por tanto, el primer objetivo de este estudio ha consistido en acoplar el muestreador estatico
HS con el GCxGC-FID equipado con un modulador CFT, con el fin de separar e identificar los
compuestos mas caracteristicos de la fraccién volatil de cuatro frutos secos crudos y tostados.
Para ello, se han optimizado, a través de CCD, los métodos cromatograficos de diferentes
combinaciones de columnas con distintas ortogonalidades, es decir, se ha modificado la
naturaleza tanto de la primera como de la segunda dimensién. Por ultimo, el método HS-
GCxGC-FID propuesto se ha empleado en la creacién de una plantilla de referencia que sirviera

para identificar los analitos estudiados en cada una de las muestras analizadas.
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El segundo objetivo se ha basado en la identificacién de las posibles diferencias en la fraccién
volatil de las muestras crudas y tostadas, a través de estudios comparativos de los perfiles en
2D, mediante la creacion y el uso de plantillas de referencia de matriz, de forma rapida y

sencilla.

7.2. COMPUESTOS ESTUDIADOS
Se han estudiado 43 de los compuestos volatiles mas representativos de la fraccion volatil de
los frutos secos crudos y tostados. La Tabla 38 recoge toda la lista de compuestos volatiles, con
nombres cientificos, fdrmulas y las abreviaturas con las que se han nombrado, segun el grupo
funcional al que pertenecian: hidrocarburos (H), carbonilos (C), pirazinas (P), alcoholes (A),

derivados bencénicos (B) y furanicos (F).
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Tabla 38. Lista de los 43 compuestos volatiles estudiados con las abreviaturas correspondientes a cada grupo

funcional: hidrocarburos (H), carbonilos (C), pirazinas (P), alcoholes (A), derivados bencénicos (B) y furanicos (F).

Nombre Cientifico
(Nombre Comtin)

Formula

Nombre Cientifico
(Nombre Comtin)

Férmula

2-metil-1-butanol

H3C/\/\0H

alcohol bencilico

A1l | (sec-butil carbinol) B6 OH
CsH1,0 CHs C/H3g0
3-metil-1-butanol 2-feniletanol
H3C OH
A2 | (isoamil alcohol) W B7 | (alcohol feniletilico) OH
CsH1,0 CHj CeH100
1-pentanol 2-metoxi-4-etilfenol OCH;4
A3 | (n-amil alcohol) y C/\/\/OH B8 | (4-etilguayacol)  H3C
3
CsHy1,0 CoH120, OH
1-hexanol 2-metoxi-4-vinilfenol OCH,
Ad HO\/\/\/CHg B9 | (4-vinilguayacol) H2C/
CgH140 CoH100, OH
2-etil-1-hexanol 1-pentanal
CHjy o
A5 c1 leraldehid A
(valeraldehido) \/\/\CH
HO CHjy 3
3,7-dimetil-1,6-octadien-3-ol 1-hexanal
A6 | (linalol) H3C >_/i>::CH3 C2 |(n-capronaldehido) ()§/\/\/(;H3
C10H18O H3C H2C_ OH CGHIZO
Benzaldehido 1-heptanal

B1

C;HsO

C3

(enantaldehido)
C,H.,0

B2

bencenacetaldehido
(fenilacetaldehido)
CgHgO

c4

2-heptanona
(metilpentilcetona)

C;H14,0

1-fenil-1-etanona H3C 3-heptanona
—O
B3 (acetofenona) C5 | (butiletilcetona) (I)I
CaHsO C;H1,0 HBC\/\/\/CH3
4-metilfenol CH 1-nonanal
’ ON NN
B4 | (p-cresol) C6 |(pelargonaldehido) CHs
C,HgO HO CoH450

B5

2-metoxifenol
(guayacol)
C;Hg0,

Cc7

trans-2-nonenal

CyH4160

CHj,

|
O\ (CH2)s
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(Continuacion) Tabla 38. Lista de los 43 compuestos volatiles estudiados con las abreviaturas correspondientes a

cada grupo funcional: hidrocarburos (H), carbonilos (C), pirazinas (P), alcoholes (A), derivados bencénicos (B) y

furanicos (F).

Nombre Cientifico
(Nombre Comtin)

Formula

Nombre Cientifico
(Nombre Comuin)

Formula

F1

alcohol furfurilico

(2-hidroximetil furano)

CsHeO;

@O//\OH

P1

2-metilpirazina

CsHgN>

N
(2
N/ CHj,

dihidro-2(3H)-furanona

2,3-dimetilpirazina

o) CHs
; 0]

F2 | (y-butirolactona) g P2 E :[
C4H502 CGHSNZ CH3
1-(2-furanil) etanona |C|) 2,5-dimetilpirazina N

H3C
F3 | (2-furilmetil cetona) @/\ P3 ° |/ A
CH
CsHeO CgHsgN =
61602 \ / 61182 \N/ CHj;
2-pentilfurano 2,6-dimetilpirazina

” (CH)4—CHg b4 |/ \

CgH1,0 CeHsN, CHs;

2-furaldehido

2-etilpirazina

F5 \O P5 [ l
CsH,0, \ / CeHgN,
pentano /\/\ 2,3,5-trimetilpirazina 3C CH3
H1 H5C CHs3 P6 \[
CsHyp CsH1oN, N/ CH3
hexano 2-etil-3-metilpirazina
HeC AN P N CHs
H2 CHs | P7 |
CHj
CeHua CsH10N2 Né\/
heptano 2,3-dietilpirazina N
AVAYA Ny cH,
H3 HiC CHs P8 |
C7H16 CngzNz 4\/CH3
dodecano )[2,3,5,6-’(.I o HaC N CHa
Ha HaC (C|IH2)7 pg | tetrametilpirazina I I
CioHae CH; CeHaN,
tridecano 2,3-dietil-
AN 3C
H5 C (Cl:Hz)g P10 |5-metilpirazina
CizHas CHs CoH14N,
tetradecano
H6 H3C/\/\(CH2)9
Ci4H30 |
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7.3. MATERIAL, REACTIVOS E INSTRUMENTACION
7.3.1. EQUIPOS Y MATERIAL ADICIONAL

Equipo GCxGC-FID 7890A (Figura 2, capitulo Ill) de Agilent Technologies (Santa Clara,
CA, EEUU).

Muestreador Headspace estatico HP 7694 modelo G1290 (Figura 4, capitulo lll), de
Agilent Technologies.

Balanza analitica de precisién KERN ABT 220-5DM (Balingen, Alemania).

Molino universal M20, IKA (IKA-Werke; Staufen, Alemania).

Estufa con un intervalo de temperaturas de trabajo entre 50 y 300 °C, Heraeus
(Madrid, Espafia).

Micropipetas Eppendorf, AG (Hamburg, Alemania).

Viales de 20 mL, septums de silicona y adaptadores metalicos para headspace, de
Agilent Technologies (referencias: 5182-0837 y 5183-4477, respectivamente).

Material de uso general de laboratorio.

7.3.2. REACTIVOS Y PATRONES

Hidrdégeno, nitrégeno y aire, calidad Premier X50S de Carburos Metdlicos (Barcelona,
Espafia).

Etanol absoluto PA de Panreac (Barcelona, Espaiia).

Patrones puros (> 97% pureza) e individuales de los 43 compuestos volatiles que
aparecen detallados en la Tabla 38. Todos ellos de calidad analitica, de Sigma-Aldrich,

Fluka y Supelco (Sigma-Aldrich Corporation; St. Louis, MO, EEUU).

7.3.3. COLUMNAS

Se emplearon un total de 6 columnas capilares para establecer las diferentes combinaciones

de columnas:

Columna apolar DB-5MS (5% fenilarilen-95% metilpolisiloxano, 30 m x 0.25 mm x 0.25
um) de J&W Scientific, Agilent Technologies.

Columna apolar ZB-5MS (5% fenilarilen-95% dimetilpolisiloxano, 5 m x 0.25 mm x 0.25
um) de Zebron, Phenomenex (Torrance, CA, EEUU).

Columna de polaridad intermedia ZB-35 (35% fenil-65% dimetilpolisiloxano, 5 m x 0.25

mm X 0.25 um) de Zebron, Phenomenex.
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e Columna de polaridad alta HP-INNOWax (100% polietilenglicol, 5 m x 0.25 mm x 0.15
um) de J&W Scientific, Agilent Technologies.

e Columna de polaridad alta INNOWax (100% polietilenglicol, 30 m x 0.25 mm x 0.25
um) de J&W Scientific, Agilent Technologies.

e Columna de alta polaridad BPX 70 (70% cianopropil-30% polisilfenilensiloxano, 30 m x

0.25 mm x 0.25 um), de SGE Analytical Science (Ringwood, Victoria, Australia).

7.4. PREPARACION DE DISOLUCIONES PATRON

Se prepararon disoluciones individuales de cada patrén puro de 100 ug/mL, utilizando etanol
absoluto como disolvente. A partir de todas ellas se prepard una disolucién mezcla de trabajo

conteniendo 1 pg/mL de cada uno de los analitos.

Las disoluciones mas concentradas se almacenaron en recipientes topacio sellados a -18 9C,
mientras que la disolucidon de trabajo se conservé en el frigorifico a +4 2C; permaneciendo

estables al menos durante 1 mes.

7.5. PROGRAMAS ESTADISTICOS

Los calculos estadisticos se llevaron a cabo con el software Statgraphics Centurion XVI versidon
16.1.03 (Statpoint Technologies; Warrenton, VA, EEUU). Se aplicaron disefios de experimentos,
superficies de respuestas y optimizaciones mediante respuestas multiples a diversos

parametros de los métodos cromatograficos.

7.6. TRATAMIENTO DE MUESTRA

El tratamiento de muestra se llevd a cabo con un muestreador HS estdtico. Este equipo
automatizado permitio, en primer lugar, la extraccion directa de los compuestos volatiles de la
fase gaseosa que estaban en equilibrio con la matriz sdélida; y, posteriormente, la inyeccién

automatica en el equipo cromatografico.

A pesar de ser un tratamiento de muestra sencillo desde el punto de vista experimental, el HS

tiene bastantes pardmetros a optimizar:
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&(

&(

cantidad de muestra.

3 temperaturas: temperatura del horno donde se establece el equilibrio entre la fase
gaseosa Yy la fase sélida de la muestra; temperatura del loop o bucle de carga de un
volumen constante de fase gaseosa; y temperatura del conducto de transferencia
entre el loop y el inyector del sistema cromatografico.

nivel de agitacion de las muestras en el horno durante el equilibrado de fases.

2 presiones de trabajo: presidon del gas portador y presiéon de presurizacién del vial
sellado.

5 tiempos de trabajo: tiempo de equilibrado de fases en el horno; tiempo de
presurizacion del vial; tiempo de llenado del loop; tiempo de equilibrado de la fase

gaseosa en el loop; y tiempo de inyeccién en el portal de inyeccion del GCxGC.

Sin embargo, después de realizar una serie de pruebas preliminares se observod que la cantidad

de muestra a analizar, la temperatura del horno y el tiempo de equilibrado del vial fueron los

parametros que ejercieron mayor influencia en la extraccién de los compuestos volatiles. Por

tanto, se optimizaron principalmente estos tres pardmetros en el HS.

Las condiciones de partida seleccionadas se basaron en varios estudios en los que se habia

utilizado un HS estatico para extraer compuestos volatiles en diferentes matrices de frutos

secos, concretamente en cacahuetes Y nueces

ULMU2 - Finalmente, exceptuando los tres

parametros a optimizar, el resto de condiciones del método de extraccion fueron las

siguientes:

v

D N N N N N N AN

Temperatura del loop: temperatura del horno +10/20 °C.

Temperatura del conducto de transferencia: temperatura del loop +10/20 2C.
Agitacidn: desactivada. Al ser muestras sélidas no fue tan influyente este pardmetro.
Presion del gas portador: 22 psi.

Presion de presurizacion del vial: 14 psi.

Tiempo de presurizacion del vial: 0.2 min

Tiempo de llenado del loop: 0.2 min.

Tiempo de equilibrado: 0.05 min

Tiempo de inyeccién: 1 min.
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7.6.1. OPTIMIZACION DEL MUESTREADOR HEADSPACE

El procedimiento para estudiar la influencia de cada uno de estos tres parametros, en la
extraccién de compuestos volatiles, consistid en la modificaciéon de uno de ellos manteniendo
el resto constantes. El criterio utilizado para establecer las condiciones éptimas se basé en la
sefial mas fuerte obtenida para una misma cantidad de muestra. Para ello, se utilizaron
muestras de un mismo fruto seco, en este caso, una almendra cruda a la que se le adicionaron

100 pL de la disolucion de mezcla de patrones de trabajo.

En primer lugar, se estudié la influencia de la cantidad de muestra en la extraccidon con HS. Se
analizaron cantidades de muestra de 0.1 a 1.0 g. Experimentalmente, se observd un
incremento en la intensidad de la sefial de los analitos a medida que aumentaba la cantidad de
0.1 a 0.5 g. A partir de ese valor, el incremento no fue tan notable, permaneciendo
practicamente constante. Sin embargo, a medida que la cantidad se acercaba a 1.0 g, se creaba
una sobrepresion dentro del vial sellado que forzaba al septum, pudiendo llegar a estallar el
propio sistema de encapsulado. Por tanto, se decidid trabajar con una cantidad de fruto seco
de 0.5 g para asegurar sefales de picos intensas dejando, a su vez, bastante espacio de cabeza

en el vial de 20 mL para generar suficiente fase gaseosa sin poner en peligro el sellado del vial.

A continuacién, se estudiaron la temperatura y el tiempo de equilibrado del vial en el horno,
en unos intervalos de trabajo de 60 a 140 eC y de 10 a 40 min, respectivamente. Los resultados
mostraron que a menores temperaturas (60-80 2C) las sefiales de los compuestos eran muy
poco intensas, mientras que a partir de 100 eC aumentaban. Sin embargo, las muestras de
almendra cruda utilizadas para la optimizacién se tostaban en el horno del HS al aplicar la
mayoria de las combinaciones de tiempo y temperatura (t-T) de equilibrado que
proporcionaban las sefiales de pico mas intensas: 40 min/100 2C, 25 min/120 2C, 40 min/120
°C, 10 min/140 °C, 25 min/140 2C, 40 min/140 °C. Por ello, esas combinaciones t-T fueron
descartadas, ya que el principal objetivo consistia en diferenciar entre frutos secos crudos y

tostados en funcién de su fraccidon volatil.
Finalmente, se concluyd que la combinacién de t-T de equilibrado del vial en el horno de 25

min/100 °C proporcionaba las mejores intensidades de pico evitando el tostado de las

muestras durante el proceso de extraccion.
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7.6.2 METODO PROPUESTO

Las condiciones finales del método de extraccion de compuestos volatiles mediante HS
estdatico fueron las siguientes:

v' Cantidad de muestra a analizar: 0.5 g.
Temperatura del horno: 100 2C.
Temperatura del loop: 120 °C.
Temperatura del conducto de transferencia: 130 2C.
Agitacion: desactivada.
Presion del gas portador: 22 psi.
Presidn de presurizacion del vial: 14 psi.
Tiempo de equilibrado del vial en el horno: 25 min.
Tiempo de presurizacion del vial: 0.2 min
Tiempo de llenado del loop: 0.2 min.

Tiempo de equilibrado: 0.05 min

AN N N NN N Y N N N

Tiempo de inyeccién: 1 min.

7.7. DETERMINACION CROMATOGRAFICA

Como se apuntd en el capitulo anterior, en GCxGC, la separaciéon cromatografica depende
principalmente de la combinacién de columnas elegida para realizar los analisis. Por ello, en
primer lugar, se llevé a cabo un estudio para evaluar qué combinacién de columnas
proporcionaba las mejores separaciones cromatograficas en 2D, evaluando en cada una de

ellas los diferentes pardmetros mas influyentes.

Los cuatro parametros que influyen principalmente en las separaciones GCxGC son: el
programa de temperatura del horno, los flujos de gas portador en ambas dimensiones y el
tiempo de modulacién. Aunque, de todos ellos, los tres ultimos muestran una mayor influencia

en la separacién de los analitos por GCxGC*#,

A diferencia del capitulo anterior, en este caso para establecer los valores éptimos de cada uno
de los parametros cromatograficos en cada una de las combinaciones de columnas estudiadas,
se penso en el disefio de experimentos como alternativa al estudio de los factores uno a uno,
es decir, a la variacion de los niveles de un factor permaneciendo fijos los demds. Se analizaron

simultdneamente los efectos de todos los factores de interés, de modo que la experimentacién
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se realizd de forma mads eficaz y se proporcionaron los resultados con un menor coste de

tiempo y material.

Las condiciones cromatograficas finales se establecieron en base a diversos andlisis de

|95,114 106,108

compuestos volatiles tanto por GC convenciona como por GCxGC , a la experiencia
previa en el manejo de esta técnica y a valores por defecto de parametros especificos de
cromatografia bidimensional. Por tanto, exceptuando los cuatro pardmetros cromatograficos a
estudiar, el resto de condiciones cromatograficas de trabajo fueron las siguientes:
v" Volumen inyeccién: 1 pL.
Temperatura del inyector: 250 2C.
Inyeccion en modo Split 20:1 (con division de flujo).
Flujo de purga hacia la véalvula de venteo: 50 mL/min para 0.75 min.
Flujo de purga del septum: 3 mL/min.
Flujo de ahorro de gas: 15 mL/min después de 2 min.
Temperatura del FID: 260 °C.
Flujo de hidrégeno en el FID: 20 mL/min.

Flujo de aire en el FID: 450 mL/min.

Flujo de nitrégeno (make-up) en el FID: 25 mL/min.

D N N N N N N N N NN

Frecuencia de adquisicién de datos: 200Hz/.001min.

7.7.1. OPTIMIZACION DE LAS CONDICIONES CROMATOGRAFICAS DE
LOS DIFERENTES SETS DE COLUMNAS

Se combinaron las 6 columnas seleccionadas segun se indica en la Tabla 39, para establecer
adecuadamente qué combinacion proporcionaba los mejores resultados en el sistema GCxGC.
Se emplearon dos tipos de sets de columnas en funcidn de la ortogonalidad: set de
ortogonalidad convencional, formado por una primera columna apolar y una segunda polar
(Set 1); y sets de ortogonalidad inversa, donde se invirtié el orden de las columnas, primero
una columna de mayor polaridad seguida de una columna de menor polaridad (Set 2 — Set 5).
Ademds, dentro de los sets de ortogonalidad inversa, se estudié la influencia de la naturaleza
de ambas dimensiones. Se utilizaron primeras columnas de alta polaridad con rellenos
cianopropil (BPX-70) o polietilenglicol (INNOWAX) y segundas columnas apolares (ZB-5MS) o
de polaridad media (ZB-35), dependiendo del porcentaje de grupos fenilo (5 6 35%) en las

columnas de relleno polidimetilsiloxano.
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Tabla 39. Combinaciones de columnas utilizadas en el estudio de la separacion en 2D de compuestos volatiles.

Ortogonal Ortogonal inversa
Combinacién
Set1 Set 2 Set 3 Set 4 Set5
Columna 'D DB-5MS BPX-70 INNOWAX
Columna ’D HP-INNOWAX ZB-35 ZB-5MS ZB-35 ZB-5MS

Por tanto, se llevd a cabo la optimizacion de los tres factores principales que intervenian en la
separacion mediante GCxGC: flujos de gas portador en ambas dimensiones y periodo de
modulacién (PM); mediante un CCD, 2° con estrella y 2 puntos centrales. Los intervalos de
cada uno de los tres factores estudiados fueron seleccionados tomando en consideracion la
teoria de separaciones multidimensionales, los trabajos descritos en bibliografia y
experimentos preliminares. La matriz de 16 experiencias llevada a cabo para este disefo
central compuesto y aplicada a los métodos cromatograficos de cada una de las
combinaciones de columnas, se refleja en la Tabla 40. Toda la experimentacidn se realizo
manteniendo constantes el resto de parametros cromatograficos, descritos en el apartado

anterior (7.7. Determinacion cromatogrdfica).

Tabla 40. Matriz de 16 experiencias para un disefio central compuesto con 3 factores y 2 puntos centrales.

Factores
NS exp Flujo 'D Flujo 2D PM
(mL/min) (mL/min) (s)

1 1.0 18 1.60
2 0.4 22 1.30
3 0.4 14 1.30
4 1.0 14 1.90
5 0.7 22 1.60
6 0.4 18 1.60
7 0.7 18 1.60
8 0.4 14 1.90
9 0.7 18 1.60
10 0.7 18 1.90
11 0.7 14 1.60
12 1.0 14 1.30
13 0.4 22 1.90
14 1.0 22 1.90
15 0.7 18 1.30
16 1.0 22 1.30

PM: periodo de modulacién
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El criterio para caracterizar una buena separacién en 2D, es decir, para la obtenciéon de
cromatogramas en 2D bien definidos mediante GCxGC se basd en unas buenas resoluciones y
formas de pico en ambas dimensiones. Estas Ultimas se justificaron mediante simetrias de pico
en 2D vy alturas de pico en 3D. Por tanto, para la elecciéon de las variables respuesta se
estudiaron 4 pardmetros en cada una de las sefiales de pico: resolucién en 2D, simetria en 2D,
altura en 3D y tiempo de retencién de la 'D (t,); todos ellos proporcionados por el software de

tratamiento de datos GC Image al integrar los cromatogramas en 2D.

Finalmente y, después de realizar una serie de pruebas preliminares para elegir algunos de los
compuestos volatiles mas representativos, se seleccionaron 12 variables respuesta para el
CCD:

t, 1-pentanal (C1)
2,3,5,6-tetrametilpirazina (P9)
acetofenona (B3)

2,5-dimetilpirazina (P3)

resolucion en 2D 2-etilpirazina (P5)

Separacion 2,3,5-trimetilpirazina (P6)

en 2D 2,3,5,6-tetrametilpirazina (P9)

trans-2-nonenal (C7)

simetria en 2D 2,3-dimetilpirazina (P2)
Forma | 2,3-dietilpirazina (P8)
de pico altura en 3D [ 1-hexanol (A4)

2-etil-1-hexanol (A5)

Una vez terminada la experimentacion, los resultados se evaluaron en funcién de los
diagramas de pareto obtenidos para cada una de las 12 variables respuesta seleccionadas. La
Figura 34 muestra, como ejemplo, cuatro diagramas de pareto obtenidos para cada uno de los
parametros cromatograficos estudiados de un compuesto volatil representativo en diferentes
sets de columnas empleados. Los factores mas influyentes se agrupan en la parte superior de
cada diagrama y los que superan la linea significativa (linea vertical roja) ejercen una influencia
estadisticamente significativa de forma positiva (barras grises) o negativa (barras azules) en las

variables respuesta.
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En base a los efectos de primer orden, el flujo de gas portador de la 'D ejercia un efecto
significativo en todas las variables respuesta, de forma positiva para la simetria, resolucién y
altura de pico (Figura 34a, 34c, 34d), y de forma negativa para el 't. (Figura 34b)
independientemente de la combinacién de columnas, es decir, un aumento en el flujo de la p
mejoraba la simetria y resolucién en 2D y aumentaba la altura de pico en 3D, a la vez que
reducia los 't, de los analitos. También se observo la influencia del flujo de gas portador de la
’D en las variables respuesta. En general, ejercié un efecto significativamente positivo también
con independencia de la combinacién de columnas. Por ejemplo, se observé graficamente
cémo un aumento en el flujo de la D mejoraba la simetria y la altura de pico (Figura 34a, 1d)
pero aumentaban los 't (Figura 34b). En cuanto al periodo de modulacién (PM), se percibid
una menor influencia significativa de primer orden en las variables respuesta. Globalmente, se
observd que un incremento en el PM empeoraba la resolucién en 2D de los analitos (Figura

34c).

Como puede apreciarse en la Figura 34a, las variables significativas de la simetria en 2D para la
2,3-dimetilpirazina en el Set 1 fueron los flujos de gas portador de ambas dimensiones, tanto
individualmente (A, B) como su producto o interacciéon de primer orden (AB), ademds de los
factores flujo de gas portador en la 'D y periodo de modulacién al cuadrado (AA, CC). Lo mismo
se dedujo de los p-valores (p-valor<0.05) de esos factores marcados con un asterisco en la

tabla del ANOVA para este parametro cromatografico de ese analito en el Set 1 (Tabla 41).
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Tabla 41. Tabla del ANOVA del ajuste llevado a cabo para la simetria en 2D de la 2,3-dimetilpirazina en el Set 1.

Fuente Suma de Cuadrados gdl Cuadrado Medio  Razon-F Valor-p

A: flujo 'D 0.1932 1 0.1932 966.05 0.0205*
B: flujo °D 0.3168 1 0.3168 1584.20 0.0160*
C:PM 0.0001 1 0.0001 0.45 0.6238
AA 0.0826 1 0.0826 413.30 0.0313*
AB 0.4512 1 0.4512 2256.25 0.0134*
AC 0.0578 1 0.0578 289.00 0.0574
BB 0.0223 1 0.0223 111.74 0.0600
BC 0.0128 1 0.0128 64.00 0.0792
CcC 0.1086 1 0.1086 542.84 0.0273*

Falta de ajuste 0.0787 5 0.0157 78.72 0.0842

Error puro 0.0002 1 0.0002

Total (corr.) 1.2806 15

*. Diferencias significativas al 95% de probabilidad (p-valor < 0.05).
gdl: grados de libertad

R*=93.84%

R? (ajustada por gdl) = 84.59 %

Error estandar del est. = 0.0141

Error absoluto medio = 0.0616

Estadistico Durbin-Watson = 1.7413 (P=0.2522)

Autocorrelacién residual de Lag 1 = 0.0933

Ademads, a partir de la Tabla 41, se pudo concluir que los datos se ajustaban al modelo
construido para esta variable respuesta puesto que no existia falta de ajuste (p-valor>0.05).
También se observd que el modelo asi ajustado explicaba un 93.84 % de la variabilidad de los

datos.

Siguiendo el mismo procedimiento se interpretaron los resultados para el resto de variables
respuesta, confirmandose en todos los casos que no existia falta de ajuste, de modo que los
modelos ajustados fueron adecuados para describir los datos. Ademads, los porcentajes de

varianza explicados en todos los casos fueron superiores al 80%.

Ademads, para cada una de las 12 variables se interpretaron las variaciones en la funcién
respuesta para cada uno de los factores (flujos 'D, ’D y PM). La Figura 35 muestra, a modo de
ejemplo, cuatro superficies de respuesta correspondientes a los cuatro parametros

cromatograficos representados en la Figura 34.
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resolucion 2D
2,3,5,6-tetrametilpirazina

Figura 35. Superficies de respuesta estimadas para (a) simetria 2D de la 2,3-dimetilpirazina en el Set 1

simetria 2D
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; (b) t, del 1-pentanal en el Set 3; (c) resolucién 2D de la

2,3,5,6-tetrametilpirazina en el Set 4; y (d) altura 3D del 1-hexanol en el Set 5. Las superficies de respuesta se representan en 3D, en los intervalos estudiados de dos

de los factores, manteniendo el valor del tercer factor constante. Factores: flujos de la primera y segunda dimension (flujos 'p y NE y periodo de modulacién (PM).
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Cada gréfica describe cdmo evoluciona la respuesta de una variable cuando los valores de dos
de los factores aumentan o disminuyen a lo largo de los intervalos estudiados. En la Figura
35a, se observa como la influencia del flujo de gas portador de 'D en la simetria 2D de la 2,3-
dimetilpirazina en el Set 1 manifestaba un comportamiento opuesto dependiendo de si el flujo
en 2D era bajo o alto. Por esta razdn, en el diagrama de pareto de esta variable (Figura 34a) la
interaccion de primer orden AB mostraba un efecto significativo sobre la variable respuesta.
Para flujos en la 2D bajos, la simetria 2D disminufa a medida que incrementaba el flujo de la 'D,
mientras que, utilizando flujos en la 2D superiores, la simetria 2D mejoraba al aumentar el flujo

dela'D.

En cambio, la Figura 35b muestra una superficie de respuesta mds homogénea. Se observa
como el 't, del 1-pentanol en el Set 3 se redujo a medida que aumentaba el flujo de gas
portador de la 'D y disminuia ligeramente el flujo de la ’D. Igualmente, la Figura 35d muestra
una superficie de respuesta similar. Aunque la influencia de los factores no sea lineal con la
respuesta en los intervalos estudiados, siguen la misma tendencia, es decir, un incremento
tanto en el flujo de gas portador de la 'D como de la °D provocaba un aumento en la altura en

3D del 1-hexanol en el Set 5, mejorando asi su forma de pico.

Por ultimo, se observa en la Figura 35c¢ otra tendencia diferente en la superficie de respuesta
de una variable. En este caso, la resolucion 2D de la 2,3,5,6-tetrametilpirazina en el Set 4
mejoraba a medida que aumentaba el flujo en la 'D, pero sdlo hasta alcanzar un maximo que
dependia, al mismo tiempo, del periodo de modulacién. Por ello, la interaccion de primer
orden AC mostraba un efecto significativo sobre la resolucion 2D de esta pirazina en su

diagrama de pareto, representado en la Figura 34c.

Optimizacion mediante Respuestas Multiples

Después de llevar a cabo el andlisis de los resultados obtenidos para cada una de las 12
variables respuesta, el siguiente paso consistié en su optimizacion mediante respuestas
multiples. A través de diagramas de deseabilidad se establecieron las condiciones
experimentales Optimas, en cada combinacion de columnas, para los tres factores
significativos. Los criterios adoptados para construir las funciones de deseabilidad en todos los
sets de columnas consistieron en: minimizar las respuestas de los 't,, para conseguir tiempos

de analisis lo mas cortos posibles; mantener las simetrias en 2D en un valor éptimo de 1.0; y
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maximizar las alturas en 3D y las resoluciones en 2D, para conseguir buenas resoluciones y

formas de pico en ambas dimensiones.

Por lo tanto, los valores dptimos de los tres factores experimentales que maximizaban la
funcién de deseabilidad, es decir, que conseguian los mejores resultados en cuanto a la
separacion de compuestos volatiles en 2D, en cada combinacién de columnas, aparecen
detallados en la Tabla 42. Como ejemplo, en la Figura 36 se muestra la superficie de respuesta

estimada para la funcion de deseabilidad en el Set 4.
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Figura 36. Superficie de respuesta para la funcion de deseabilidad estimada para el Set 4, en funcion de los
factores: flujo de gas portador de la 'p y de la ’p, y fijando un valor de 1.70 s para el tercero: periodo de

modulacién (PM). Aparece marcado el area y el valor de mayor deseabilidad.
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Ademas, la Figura 36 justifica visualmente la zona donde se maximiza la deseabilidad (70%), es
decir, justifica los valores dptimos de los tres factores optimizados para el Set 4: 0.8 mL/min,

20 mL/miny 1.70 s, recogidos en la Tabla 42.

La Tabla 42 muestra también el cuarto pardmetro cromatografico influyente en las
separaciones mediante GCxGC: el programa de temperaturas del horno. Este pardmetro fue
adaptado en cada uno se los sets de columnas en ultimo lugar, con el fin de reducir el tiempo

de andlisis de cada cromatograma en 2D.

7.7.1.1. INFLUENCIA DE LA ORTOGONALIDAD DE LA
COMBINACION DE COLUMNAS

Una vez establecidos los métodos cromatograficos para los cinco sets de columnas analizadas
(Tabla 42), se realizaron comparaciones de las separaciones en 2D mediante GCxGC en todos
ellos. La primera de ellas se basd en la diferente ortogonalidad entre el Set 1 (ortogonal

convencional) y el resto de combinaciones, Sets 2-5 (ortogonales de fase inversa).

Los tiempos de andlisis fueron inferiores a 30 min en todas las combinaciones v,
especificamente para el Set 1, la mayoria de los tiempos de retencién en la 'D se redujeron en
torno a 5 min en comparacion con el resto de combinaciones de ortogonalidad inversa. Este
comportamiento se puede observar en la Figura 37, donde se comparan 3 cromatogramas en
3D correspondientes a la combinacion ortogonal convencional (Set 1, Figura 37a) y dos

combinaciones de columnas de ortogonalidad inversa (Set 3, Figura 37b y Set 5, Figura 37c).

En cuanto a orden de elucién, de acuerdo con los t, de estos compuestos, los grupos de
hidrocarburos y alcoholes eluyeron en el mismo orden, independientemente de la
ortogonalidad del set de columnas. En cambio, los heterociclos aromaticos, derivados del
benceno y del furano, mostraron diferencias en el orden de elucién debidas claramente a la
ortogonalidad de las combinaciones de columnas (Figura 37). Por ultimo, el orden de elucion
de algunos carbonilos y pirazinas ademas de ser dependiente de la ortogonalidad de las
combinaciones de columnas, también se vio influido por la composicién de la columna mas

polar: cianopropilo (Set 3, Figura 37b) o polietilenglicol (Set 1, Figura 37ay Set 5, Figura 37c).
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6 8 10 12 14 16 18 20 2 2
. .
t (mL/min)

't (mL/min)

Figura 37. Cromatogramas en 3D de la mezcla de patrones de compuestos volatiles analizados empleando las

condiciones finales de las 3 combinaciones de columnas: (a) Set 1, (b) Set 3 y (c) Set 5. Compuestos volatiles
diferenciados por colores y abreviaturas correspondientes a cada grupo funcional: hidrocarburos (H), carbonilos

(C), pirazinas (P), alcoholes (A), derivados bencénicos (B) y furanicos (F).
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A pesar de que la combinacién ortogonal convencional ofrecia tiempos de andlisis ligeramente
menores, fue mas dificil conseguir una separacion clara entre grupos funcionales. De forma
que los sets de ortogonalidad inversa producian mejores resultados en términos de distincion
de familias con la misma estructura quimica en diferentes zonas del cromatograma en 2D,
facilitando la capacidad de interpretacion e identificacion de compuestos volatiles en muestras
complejas. Por esta razén, se decidid descartar el uso de combinaciones ortogonales

convencionales frente a las de ortogonalidad inversa.

Por tanto, el estudio continud con los sets de ortogonalidad inversa, en los que se modificd la

naturaleza tanto de la primera como de la segunda columna.

7.7.1.2. INFLUENCIA DE LA NATURALEZA DE LAS COLUMNAS

A continuacidn, se compararon los resultados entre sets de ortogonalidad inversa modificando
la naturaleza de ambas columnas. Las combinaciones aparecen detalladas en la Tabla 39 y su
separacion en 2D se muestra en las Figura 38 y Figura 39. Para facilitar la comparacién entre
sets, los cromatogramas que aparecen en cada figura comparten la misma primera columna:

en la Figura 38 cianopropil y en la Figura 39 polietilenglicol.

En general, los tiempos de analisis, 't y 6rdenes de elucién fueron muy similares en los cuatro
sets de ortogonalidad inversa, independientemente de la naturaleza de las columnas
combinadas. Sin embargo, se observé que la modificacion de la primera columna
proporcionaba mayores diferencias en cuanto a la separacion en 2D. Los Set 2 y Set 3 (Figura
38), en los que se utilizd una primera columna cianopropil, presentaron principalmente un
inconveniente, las tendencias o zonas del cromatograma en 2D especificas de cada grupo
funcional no estaban lo suficientemente separadas o delimitadas unas de otras, especialmente
en la regién central de los cromatogramas en 2D. Es decir, las regiones de hidrocarburos,
carbonilos, alcoholes y pirazinas aparecian superpuestas en las separaciones llevadas a cabo

con estos Set 2y Set 3 (Figura 38).
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,(s)

it (mi/min)

t (s)

Figura 38. Cromatogramas en 2D de la mezcla de patrones de compuestos volatiles analizados empleando las

condiciones finales de los 2 sets de columnas de ortogonalidad inversa con la primera dimension cianopropil: (a)
Set 2, (b) Set 3. Compuestos volatiles diferenciados por colores y abreviaturas correspondientes a cada grupo
funcional: hidrocarburos (H), carbonilos (C), pirazinas (P), alcoholes (A), derivados bencénicos (B) y furanicos (F).
La tendencia de cada grupo funcional se representa mediante lineas (compuestos de cadena lineal) o regiones

(heterociclos aromaticos) del mismo color que el grupo al que pertenecen los compuestos volatiles.
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L)

t (mL/min
Figura 39. Cromatogramas en 2D de la mezcla de patr:'r:ﬁ:; de compuestos volatiles analizados empleando las
condiciones finales de los 2 sets de columnas de ortogonalidad inversa con la primera dimensién polietilenglicol:
(a) Set 4, (b) Set 5. Compuestos volatiles diferenciados por colores y abreviaturas correspondientes a cada grupo
funcional: hidrocarburos (H), carbonilos (C), pirazinas (P), alcoholes (A), derivados bencénicos (B) y furanicos (F).
La tendencia de cada grupo funcional se representa mediante lineas (compuestos de cadena lineal) o regiones

(heterociclos aromaticos) del mismo color que el grupo al que pertenecen los compuestos volatiles.

172




Cambios producidos por el tostado en la fraccidon voldtil de frutos secos

El grupo funcional de pirazinas merecid especial atencién. Su orden de elucidén, en estas
combinaciones ortogonales de fase inversa, fue creciente con respecto al tamafio y el nUmero
de sustituyentes que presentaban. Por otra parte, en los Set 2 y Set 3 coeluyeron tres parejas
de pirazinas: 2,5-dimetilpirazina y 2,6-dimetilpirazina (P3+P4), 2,3,5-trimetilpirazina y 2-etil-3-
metilpirazina (P6+P7), 2,3-dietilpirazina y 2,3,5,6-tetrametilpirazina (P8+P9). Sin embargo, en
las otras dos combinaciones cuya primera dimensién fue una columna polietilenglicol, Set 4 y
Set 5 (Figura 39), se logré una separacién completa de las dos primeras parejas de pirazinas

solapadas (P3, P4, P8, P9).

Por todo ello, se concluyd que el uso de combinaciones de ortogonalidad inversa con una
primera columna de polietilenglicol (Set 4 y Set 5) era mas efectivo para llevar a cabo

separaciones en 2D de diferentes grupos de compuestos volatiles.

Centrandonos Unicamente en estas dos combinaciones, Set 4 y Set 5, el empleo de una
segunda columna de menor polaridad (Set 5; Figura 39b) se tradujo en un mayor niumero de
solapamientos entre compuestos volatiles, por ejemplo, tetradecano y nonanal (H6+C6);
ademdas de una peor separacién en el cromatograma en 2D entre las regiones de
hidrocarburos y carbonilos. Por tanto, se eligié el Set 4 ya que proporcionaba mejores
separaciones de compuestos volatiles en 2D, a la vez que facilitaba la interpretacién de las
tendencias de los diferentes grupos funcionales, es decir, facilitaba la interpretacion de los

perfiles de la fraccidn volatil en matrices de frutos secos crudos y tostados.

7.7.2. METODO CROMATOGRAFICO

Las condiciones cromatograficas finales empleadas para la determinacion de los compuestos
voldtiles mas representativos de la fraccion volatil de los frutos secos crudos y tostados,
empleando el Set 4: INNOWAX (polar alta) x ZB-35 (polar media), fueron las siguientes:
v" Volumen inyeccién: 1 pL.
Temperatura del inyector: 250 2C.
Inyeccion en modo Split 20:1 (con division de flujo).
Flujo de hidrégeno en la primera dimensién: 0.8 mL/min.
Flujo de hidrégeno en la segunda dimensién: 20 mL/min.

Flujo de purga hacia la vélvula de venteo: 50 mL/min para 0.75 min.

D N N N N NN

Flujo de purga del septum: 3 mL/min.
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v Flujo de ahorro de gas: 15 mL/min después de 2 min.
v" Periodo de modulacién: 1.70 s.

v' Programa de temperatura del horno:

Pendiente (2C/min) Temperatura (2C) Tiempo (min)

Inicialmente 40 0
Rampa 1 5 150 0
Rampa 2 80 230 6

Temperatura del FID: 260 2C.
Flujo de hidrégeno en el FID: 20 mL/min.
Flujo de aire en el FID: 450 mL/min.

Flujo de nitrégeno (make-up) en el FID: 25 mL/min.

D N NI N NN

Frecuencia de adquisicién de datos: 200Hz/.001min.

La Tabla 43 muestra los 43 compuestos volatiles estudiados con los dos tiempos de retencién

para su determinacidn cromatogréafica: 't, (min) y t, (s).
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Tabla 43. Lista de los 43 compuestos volatiles clasificados por orden de elucién en la primera dimension, con sus

abreviaturas y sus tiempos de retencion en la primera (lt,) y segunda (ztr) dimensidn.

Abreviatura Compuesto volatil 't, (min) %, (s)
H1 pentano 3.5 0.54
H2 hexano 3.6 0.64
H3 heptano 4.2 1.02
C1 1-pentanal 6.5 0.89
c2 1-hexanal 8.6 1.09
c5 3-heptanona 10.3 1.27
ca 2-heptanona 11.0 1.20
c3 1-heptanal 11.1 1.25
H4 dodecano 11.3 0.41
Al 2-metil-1-butanol 11.5 0.63
A2 3-metil-1-butanol 11.6 0.63
Fa4 2-pentilfurano 12.3 1.50
A3 1-pentanol 12.7 0.63
P1 2-metilpirazina 13.3 0.86
H5 tridecano 13.9 0.61
P3 2,5-dimetilpirazina 14.7 0.99
P4 2,6-dimetilpirazina 14.9 0.99
P5 2-etilpirazina 15.1 0.98
P2 2,3-dimetilpirazina 15.4 0.98
A4 1-hexanol 15.4 0.67
H6 tetradecano 16.6 0.60
C6 1-nonanal 16.6 1.44
P6 2,3,5-trimetilpirazina 16.9 1.11
P7 2-etil-3-metilpirazina 16.9 1.12
P8 2,3-dietilpirazina 18.2 1.27
P9 2,3,5,6-tetrametilpirazina 18.6 1.24
A5 2-etil-1-hexanol 18.9 0.80
P10 2,3-dietil-5-metilpirazina 19.1 1.44
F3 2-furilmetil cetona 19.6 0.68
Bl benzaldehido 20.1 0.78
c7 trans-2-nonenal 20.2 1.18
A6 linalol 20.3 0.89
F1 alcohol furfurilico 21.6 0.52
F5 2-furaldehido 21.9 0.82
F2 y-butirolactona 22.6 0.44
B2 fenilacetaldehido 22.7 0.44
B3 acetofenona 22.8 0.42
B5 guayacol 24.8 0.36
B6 alcohol bencilico 24.9 0.34
B7 alcohol feniletilico 25.2 0.37
B8 4-etilguayacol 26.2 0.43
B4 p-cresol 26.5 0.34
B9 4-vinilguayacol 27.5 0.47

Abreviaturas grupos funcionales: hidrocarburos (H), carbonilos (C), pirazinas (P),
alcoholes (A), derivados bencénicos (B) y furdnicos (F).
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7.8. APLICACION DEL METODO A MUESTRAS REALES

Se analizaron muestras comerciales de cuatro frutos secos crudos (n=6) y tostados (n=6)
pertenecientes a la misma variedad, elegidos aleatoriamente y comprados en mercados
locales de la provincia de Valladolid. Las almendras (Prunus amygdalus L. var. dulcis)
pertenecian a la variedad espafiola Largueta, las avellanas (Corylus avellana L.) a la variedad
también espafiola Negreta, los cacahuetes (Arachis hypogaea L.) a la variedad Espafiola y las

pipas de girasol (Helianthus annuus L.) a la variedad MAS 97A.
Las muestras se pelaron y molieron hasta conseguir un tamafo de particula homogéneo,
almacendndose a +4 2C hasta ser analizadas. Todas las muestras fueron analizadas por

triplicado en un periodo no superior a una semana a partir de su preparacion.

Proceso de tostado a escala de laboratorio

Se tomaron muestras de cada uno de los frutos secos crudos pelados y se sometieron a
tratamientos térmicos con diferentes condiciones de tiempo y temperatura de tostado (t-T) en
un horno ventilado. Los intervalos de t-T estudiados, adecuados para obtener unas
caracteristicas sensoriales finales deseables, fueron de 5-40 min a 150-170 °C,
respectivamente, intentando reproducir las condiciones de tostado industrial pero a escala de
laboratorio®>°%1%1% A continuacidn, estas muestras se molieron, almacenaron y analizaron

en las mismas condiciones que el resto de muestras.

7.8.1. DETERMINACION DE LA FRACCION VOLATIL EN FRUTOS SECOS
CRUDOS Y TOSTADOS

Una vez optimizado el método HS-GCxGC-FID con la combinacién de columnas del Set 4,
INNOWAX (polar alta) x ZB-35 (polar media), se aplicd para llevar a cabo la identificacion de la

fraccion volatil de las muestras de frutos secos crudos y tostados.

A partir del cromatograma de la mezcla de patrones de los 43 volatiles analizados mediante el
método cromatografico optimizado (Figura 39a), se cred una plantilla de referencia para
identificar, de forma rapida y sencilla, los volatiles mas representativos en cualquier muestra

analizada aplicando el mismo método.
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La Figura 40 muestra la plantilla de referencia creada en base a los tiempos de retencién (t,,

’t,) de sus correspondientes patrones individuales analizados con el método propuesto.

La identificacidn de los analitos en cada una de las muestras reales comenzdé con un andlisis
mediante HS-GCxGC-FID. A continuacidn, a través del software GC Image se establecieron
correspondencias entre los picos presentes en la plantilla de referencia y los picos detectados
en cada cromatograma en 2D. De esta forma, se fue confirmando la presencia o ausencia de
cada uno de los compuestos volatiles en cada muestra analizada. Por ultimo, los picos
identificados se integraron, determinandose su composicion relativa mediante el volumen de

pico.

La identificacion mediante plantilla de referencia y posterior integraciéon se aplicé a las
muestras de frutos secos crudos, a las mismas muestras crudas sometidas a diferentes
condiciones de t-T de tostado vy, finalmente, a las muestras de frutos secos tostados. De esta
forma, también se pudo llevar a cabo un andlisis semi-cuantitativo, con el fin de determinar los
cambios en los porcentajes de volumen de cada compuesto analizado en funcién de las

condiciones de tostado.

Por tanto, en los dos apartados siguientes, se ha llevado a cabo:

@ Primero, la evaluacién de las muestras tostadas comerciales, a través del
comportamiento de la fraccién volatil de ellas en comparacién con el estudio del

tostado de muestras crudas a escala de laboratorio.

@® Segundo, la caracterizacidon global de cada una de las cuatro matrices crudas y

tostadas, también a través de los cambios producidos en su fraccién volatil.
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7.8.1.1. EVALUACION DE LA FRACCION VOLATIL DE LOS
FRUTOS SECOS TOSTADOS COMERCIALES

Para establecer cudles de los compuestos volatiles identificados en cada matriz podrian
considerarse posibles marcadores potenciales del tostado, se estudiaron las muestras de
frutos secos tostados comerciales y se compararon con las muestras crudas sometidas a
diferentes condiciones de t-T de tostado a escala de laboratorio. Estas Gltimas permitieron
establecer y/o distinguir el comportamiento, es decir, la presencia o ausencia, asi como el
volumen de pico de cada compuesto volatil durante el proceso de tostado y, al mismo tiempo,
estimar de forma aproximada las condiciones de tostado industrial para cada una de las
matrices y muestras de frutos secos estudiadas; las cuales nunca aparecen especificadas por

los fabricantes.

Las cuatro tablas siguientes, de la Tabla 44 a la Tabla 47, muestran el comportamiento
(presencia, en amarillo, o ausencia, en blanco) de los analitos en las muestras crudas de los
cuatro frutos secos, sometidas a diferentes condiciones de t-T de tostado a escala de
laboratorio. Ademas, se estiman las condiciones de t-T para todas las muestras tostadas
comerciales en cada matriz (flechas en tonos naranja/marrén), en base a esa presencia o

ausencia de compuestos volatiles en ellas.
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Tabla 44. Estudio del comportamiento (presencia/ausencia) de los compuestos volatiles en las muestras de
almendras crudas sometidas a diferentes condiciones de t-T de tostado a escala de laboratorio y estimacion de

las condiciones de t-T de las muestras tostadas comerciales.

Comportamiento de muestras crudas tostadas a escala de laboratorio

150 170 oC
5010)15 20 25 30 35 40 5J 10§15 20 25 30 35 40 min

Cc1
_§-§ c3
g *g' F4
§ - P1
g- P8
T & P4
c
g3 P5
QO wn
- 9 P2
$ 5 c6
=]
" T P6+P7
G
S 9 A6

B8 \/7 -~

4 muestras Zm\{stras Presencia
Ausencia

Comportamiento de las 6 muestras comerciales de almendras tostadas

Tabla 45. Estudio del comportamiento (presencia/ausencia) de los compuestos volatiles en las muestras de
avellanas crudas sometidas a diferentes condiciones de t-T de tostado a escala de laboratorio y estimacion de las

condiciones de t-T de las muestras tostadas comerciales.

Comportamiento de muestras crudas tostadas a escala de laboratorio

150 170 oC
5 10 15§20§ 25 30 35 40 5 10 15§20§25 30 35 40 min

H1
c1
c3
P1
H5
P3
P4
P5
P2
C6

P6+P7

P10
c7

B8 o Y X y 4

4 Mras 2 m\ugtras Presencia

Ausencia

Volatiles dependientes de las
condiciones de t-T de tostado

Comportamiento de las 6 muestras comerciales de avellanas tostadas
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Tabla 46. Estudio del comportamiento (presencia/ausencia) de los compuestos volatiles en las muestras de
cacahuetes crudos sometidos a diferentes condiciones de t-T de tostado a escala de laboratorio y estimacion de

las condiciones de t-T de las muestras tostadas comerciales.

Comportamiento de muestras crudas tostadas a escala de laboratorio

150 170 oC
5 10 152025 30 35 40 5 10)15120 25 30 35 40 min

H1
C1
c5
c3
F4
P1
P3
P4
P5
P2
C6
P6+P7
c7
A6

B3 N 7 A iy 4

3 n}éras 3 Mtras Presencia

Ausencia

Volatiles dependientes de las
condiciones de t-T de tostado

Comportamiento de las 6 muestras comerciales de cacahuetes tostados

Tabla 47. Estudio del comportamiento (presencia/ausencia) de los compuestos volatiles en las muestras de pipas
de girasol crudas sometidas a diferentes condiciones de t-T de tostado a escala de laboratorio y estimacion de las

condiciones de t-T de las muestras tostadas comerciales.

Comportamiento de muestras crudas tostadas a escala de laboratorio

150 170 °C
5 10 15 20 25 30 35 40 5 10)15{j20125 30 35 40 min

ca
Al
F4
P1
P3
P4
P5
P2
c6
P6+P7
B1

B7 -y 7

2y4 Presencia
muestras Ausencia

Volatiles dependientes de las
condiciones de t-T de tostado

Comportamiento de muestras comerciales de pipas de girasol tostadas
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Se dedujo a partir de las tablas: Tabla 44 - Tabla 47, es decir, de la comparacion entre las
muestras tostadas y el estudio del tostado a escala de laboratorio que, globalmente, las
muestras tostadas comerciales (R, roasted) se podian agrupar en dos conjuntos (de 4 y 2
muestras, respectivamente, para todas las matrices excepto para el cacahuete, en el que
aparecen dos grupos de 3 muestras) cuyas diferencias, aunque minimas, residian en la
composicion de la fraccidn volatil de cada uno de ellos. Por tanto, a partir de esta composicion
de voldtiles se pudieron estimar de forma aproximada las condiciones de tostado para cada
grupo, pasando a denominarse en cada matriz como R1, para el grupo cuyas condiciones de t-T
de tostado fueron mds suaves, y R2, para el grupo sometido a condiciones mds intensas. A
modo de ejemplo, el grupo R1 de las pipas de girasol estaria formado por 2 muestras, y el

grupo R2 por 4 muestras (Tabla 47).

La Tabla 48 resume esta clasificacidn de las muestras tostadas de acuerdo con el proceso de

tostado estimado en funcion de la composicién de la fraccion volatil.

Tabla 48. Condiciones estimadas de tostado en las muestras tostadas comerciales.

T(eC) t(min) Almendra Avellana Cacahuete Pipa girasol

5

10 R1 (4 muestras)

15

20 R1 (4 muestras) R1 (3 muestras)

25

30

35
40

5

10 R2 (2 muestras)

15 R2 (3 muestras) R1 (2 muestras)
20 R2 (2 muestras) R2 (4 muestras)
25

30

35
40

150

170

R1: condiciones estimadas de t-T de tostado suave. R2: condiciones estimadas de t-T de tostado mas intenso.

Experimentalmente se observd que, las almendras tostadas fueron procesadas bajo
condiciones de tostado mads suaves que el resto de matrices mientras que, en general, las pipas

de girasol requerian procesos de tostado mas intensos.
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A través de la Tabla 44 a |la Tabla 47, también se estudié el comportamiento de los analitos
dependientes del proceso de tostado en cada matriz de fruto seco. Se observé que los
compuestos volatiles se clasificaron en tres grupos diferentes segln su comportamiento
(presencia o ausencia) en las muestras analizadas: i) no detectados; ii) detectados
independientemente del nivel de tostado o comunes de la matriz; iii) detectados en funcion
del proceso de tostado. Ademas, a partir de ellas, se cred la Tabla 49, en la que se clasifican los
compuestos volatiles dependientes del proceso de tostado en funcién de su comportamiento

en las muestras tostadas de los cuatro frutos secos.

Tabla 49. Compuestos volatiles dependientes del proceso de tostado, caracterizados por su presencia (R, R2) o a

ausencia ((t-T)<R, (t-T)>R2) en las muestras tostadas comerciales.

Compuesto volatil

Condiciones . .
de tostado Almendra Avellana Cacahuete Pipa girasol
Al
(t-T) <R B1
B7
H1
(o} C1 C1
Cc4
C3 C3 Cc3
F4
R P1 P1 p1
P3 P3 P3 P3
P4 P4
P5 P5 PS5
P6+P7 P6+P7 P6+P7
B3
B8
H1
F4 E4
P1
R2 6 . cs
P10
c7 c7
H5
P4 P4
P5
P2 P2 P2 P2
(t-T) > R2 P6+P7
A6
C6

R: condiciones generales que engloban ambos grupos de muestras (R1 y R2). R1: condiciones estimadas de t-T de
tostado suave. R2: condiciones estimadas de t-T de tostado mas intenso. ((t-T)<R2): condiciones de t-T de tostado
inferiores a las empleadas en ambos grupos de muestras comerciales. ((t-T)>R2): condiciones de t-T de tostado
superiores a las empleadas en el grupo mas intenso, R2.
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La Tabla 49 muestra, por ejemplo, que las pipas de girasol tostadas contenian necesariamente
los 6 compuestos volatiles: 2-heptanona (C4), 2-pentilfurano (F4), 2-metilpirazina (P1), 2,5-
dimetilpirazina (P3), 2,6-dimetilpirazina (P4), 2,3,5-trimetilpirazina y 2-etil-3-metilpirazina
(P6+P7), a la vez que presentaban una ausencia obligatoria de los analitos generados en
condiciones de tostado inferiores a las industriales, como son 2-metil-1-butanol (A1),
benzaldehido (B1l) y alcohol feniletilico (B7); y superiores, 2,3-dimetilpirazina (P2) y 2-
etilpirazina (P5); quedando unicamente el 1-nonanal (C6) como volatil indicativo del nivel de
tostado, es decir, de las diferencias entre la composicion de la fraccion volatil de las muestras

comerciales de pipas de girasol distinguidas como R1 vy R2.

7.8.1.2. CARACTERIZACION DE CADA FRUTO SECO EN
FUNCION DE SU FRACCION VOLATIL

El estudio detallado de las muestras correspondientes a los cuatro frutos secos aparece
resumido en la Tabla 50, donde se muestran las composiciones medias, expresadas como
porcentajes en volumen (% V), de cada analito identificado en los tres tipos de muestras

comerciales: crudas y tostadas R1y R2.

A partir del andlisis semi-cuantitativo, se determinaron los cambios en los porcentajes de
volumen de cada compuesto volatil identificado en las muestras. De esta forma, se
caracterizaron las cuatro matrices en funcion de la composicion de la fraccién volatil de cada

fruto seco crudo y tostado.

Se caracterizaron de forma individual cada uno de los frutos secos estudiados a través de los
cambios de su fraccién voldtil, mostrados en la Tabla 50. A continuacién, se exponen las

conclusiones matriz a matriz.

Almendra

Se observaron doce compuestos volatiles en esta matriz independientemente del estado
crudo o tostado de las muestras, pero en porcentajes diferentes. Cinco de ellos
experimentaron un incremento en su concentracion con el proceso de tostado (hexano (H2),
1-hexanal (C2), 2-heptanona (C4), 3-heptanona (C5) y 1-pentanol (A3)). El 1-hexanal fue el
volatil que experimentd el incremento mas notable, debido a que es considerado uno de los

principales productos de la oxidacidn durante el proceso de tostado de los frutos secos.
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El proceso de tostado también causé una disminucién en los porcentajes en volumen de siete
analitos, todos ellos alcoholes y derivados bencénicos (2-metil-1-butanol (A1), 1-hexanol (A4),
2-etil-1-hexanol (A5), benzaldehido (B1), fenilacetaldehido (B2), alcohol bencilico (B6) y alcohol
feniletilico (B7)). De todos ellos, destacd la presencia del derivado bencénico benzaldehido

(B1), puesto que su caracteristico olor a almendras resulta ampliamente conocido.

Unicamente un compuesto, el 4-etilguayacol (B8), fue caracteristico de las muestras de
almendra cruda. Por su parte, siete compuestos volatiles fueron identificados
exclusivamente en muestras de almendra tostada, cinco de los cuales fueron detectados en
todas ellas (R1 y R2). Principalmente se trataba de aldehidos, como el 1-pentanal (C1) y 1-
heptanal (C3), normalmente aldehidos de bajo molecular, derivados de una serie de reacciones
enzimaticas a partir de dos acidos grasos esenciales, acidos linoléico y linolénico, mediante la
accion de la lipoxigenasa; y pirazinas, es decir, heterociclos aromaticos nitrogenados
producidos durante la reaccion de Maillard y caracteristicos de las matrices tostadas, tales
como 2-metilpirazina (P1), 2-etilpirazina (P5) y 2,5-dimetilpirazina (P3). Los otros dos volatiles,

2-pentilfurano (F4) y 1-nonanal (C6) sélo fueron identificados en las muestras tostadas R2.

Avellana

Todas las muestras de avellanas, tanto crudas como tostadas, contenian once compuestos
volatiles en diferentes proporciones. La composicidon relativa de cuatro de ellos (hexano (H2),
1-hexanal (C2), 1-pentanol (A3) y 1-hexanol (A4)) aumentd progresivamente con el tostado. Sin
embargo, los otros siete analitos mostraron una disminucién en su sefal, que fue
especialmente relevante en las muestras cuyas condiciones de tostado fueron mas intensas,
R2. En este caso, al igual que en las almendras, también se traté de alcoholes y derivados
bencénicos: 2-metil-1-butanol (A1), 3-metil-1-butanol (A2), 2-etil-1-hexanol (A5), benzaldehido
(B1), fenilacetaldehido (B2), alcohol bencilico (B6) y alcohol feniletilico (B7).

Se identificaron once compuestos volatiles exclusivamente en las muestras de avellanas
tostadas. Seis fueron encontrados en ambos grupos R1 y R2, especialmente aldehidos y
pirazinas: 1-pentanal (C1), 1-heptanal (C3), 2,5-dimetilpirazina (P3), 2-etilpirazina (P5), 2,3,5-
trimetilpirazina y 2-etil-3-metilpirazina, que se superponia (P6+P7) y 4-etilguayacol (B8). El
resto de volatiles fueron detectados Unicamente en las muestras expuestas a un tostado mas
intenso, R2: pentano (H1), trans-2-nonenal (C7), 2-metilpirazina (P1) y 2,3-dietil-5-

metilpirazina (P10).
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Cacahuete

Se detectaron doce compuestos volatiles comunes en todas las muestras de cacahuetes
crudos y tostados, aunque en diferentes concentraciones. Tres de ellos: 1-hexanal (C2), 2-
heptanona (C4) y 1-pentanol, aumentaron sus volimenes con el proceso de tostado; mientras
que se observd una disminucion en la composicidn relativa de los otros nueve compuestos, de
forma mas significativa para las muestras R2. A parte del hexano (H2), el resto de compuestos
voldtiles cuyas sefales se redujeron fueron practicamente los mismos que en las matrices
anteriores: 2-metil-1-butanol (A1), 3-metil-1-butanol (A2), 1-hexanol (A4), 2-etil-1-hexanol

(A5), benzaldehido (B1), fenilacetaldehido (B2), alcohol bencilico (B6) y alcohol feniletilico (B7).

Se identificaron dos compuestos volatiles (3-heptanona (C5) y linalol (A6)) de forma exclusiva
en muestras de cacahuete crudo; mientras que fueron doce analitos los que se detectaron
unicamente en muestras tostadas. De todos ellos, nueve estaban presentes en todas las
muestras tostadas R1 y R2, de los cuales cinco pertenecian al grupo de pirazinas (2-
metilpirazina (P1), 2,5-dimetilpirazina (P3), 2,6-dimetilpirazina (P4), 2-etilpirazina (P5) y la
pareja 2,3,5-trimetilpirazina y 2-etil-3-metilpirazina (P6+P7)), mientras que los demas eran:
pentano (H1), 1-pentanal (C1), 1-heptanal (C3) y acetofenona (B3). Finalmente, los ultimos tres
voldtiles: 2-pentilfurano (F4), 1-nonanal (C6) y trans-2-nonenal (C7), Unicamente se

identificaron en las muestras tostadas R2.

Pipa de girasol

Ambos tipos de muestras de pipas de girasol (crudas y tostadas) mostraron la presencia
comun de diez compuestos volatiles en diferentes porcentajes de volumen. En general, la
concentracién de cuatro analitos (pentano (H1), 1-pentanal (C1), 1-hexanal (C2) y 1-pentanol
(A3)) aumentd en relacién con el proceso de tostado, especialmente para los tres primeros. El
resto de volatiles (hexano (H2), 1-hexanol (A4), 2-etil-1-hexanol (A5), y-butirolactona (F2),
fenilacetaldehido (B2) y alcohol bencilico (B6)) mostraron una disminucién en su sefial, mds

notable en las muestras tostadas R2, al igual que en el resto de matrices.

Ademds, la presencia de tres compuestos volatiles (2-metil-1-butanol (A1), benzaldehido (B1)
y alcohol feniletilico (B7)) cuyas sefiales en el resto de frutos secos se vieron disminuidas con el
tostado de las muestras, en este caso fue caracteristica de las muestras crudas. Por otra parte,
se detectaron siete analitos exclusivamente en las muestras tostadas. La mayoria de ellos

fueron pirazinas: 2-metilpirazina (P1), 2,5-dimetilpirazina (P3), 2,6-dimetilpirazina (P4), 2,3,5-
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trimetilpirazina y 2-etil-3-metilpirazina (P6+P7), ademas de 2-heptanona (C4) y 2-pentilfurano
(F4). Unicamente el 1-nonanal (C6) fue detectado en las muestras tostadas en condiciones mds

intensas, R2.

7.8.2. CREACION DE PLANTILLAS DE REFERENCIA PARA CADA MATRIZ

La informacidén extraida de la caracterizacion de todas las muestras de frutos secos, fue
utilizada para crear plantillas de cada una de las matrices, para proporcionar una visidn global
rapida y simple del perfil en 2D de la fraccion volatil de cada fruto seco, que ayudase a
caracterizar el tostado industrial aplicado a las muestras comerciales. Cada una de las plantillas
se disefd, a posteriori, de acuerdo al comportamiento de cada compuesto volatil en todas las
muestras analizadas. A su vez, se convirtieron en un discriminador para medir el grado de
similitud entre las muestras, al coincidir en mayor o menor medida con la plantilla de

referencia de la matriz.

Las cuatro plantillas de matriz se muestran en la Figura 41 y Figura 42. En todas ellas aparecen
las tendencias de los diferentes grupos funcionales representadas mediante lineas
(compuestos de cadena lineal) o regiones (heterociclos aromaticos) del mismo color que el
grupo al que pertenecen los compuestos volatiles. En este caso, los colores de cada volatil
marcan su comportamiento (presencia o ausencia) en la matriz:

é Blanco: analito comun en la matriz, tanto cruda como tostada

& Blanco con asterisco: representa a un volatil presente exclusivamente en la matriz

cruda
& Naranja: analito identificado en todas las muestras tostadas (R)
6 Marrén: compuesto Unicamente presente en las muestras tostadas R2

& Gris: volatil no detectado en el fruto seco.

Ademas, comparando los perfiles en 2D de la fraccidon volatil de los cuatro frutos secos se
observé la presencia de ciertos analitos de forma exclusiva en una uUnica matriz, por lo que
también quedaron reflejadas estas peculiaridades en las plantillas de las matrices. Por tanto,
se representaron dos casos particulares (Figura 41 y Figura 42):

& Analito recuadrado en blanco: compuesto volatil cuya presencia fue exclusiva de una

Unica matriz cruda

& Analito recuadrado en marrdn: volatil cuya identificacion fue exclusiva en una Unica

matriz tostada.
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Figura 41. Plantillas de referencia de dos matrices individuales: (a) almendra y (b) avellana. Abreviaturas
detalladas en la Tabla 38. Las tendencias de cada grupo funcional se representan mediante lineas (compuestos de
cadena lineal) o regiones (heterociclos aromaticos) del mismo color que el grupo al que pertenecen los
compuestos volatiles. Comportamiento del volatil simbolizado mediante un color: blanco (volatil comun en la
matriz), blanco con asterisco (exclusivo de la matriz cruda), naranja (caracteristico en todas las muestras
tostadas), marron (presente Unicamente en las muestras tostadas R2) y gris (volatil no detectado). Casos
particulares de una matriz marcados a través de recuadros: en blanco (volatil exclusivo de una tnica matriz
cruda) y en marron (volatil exclusivo de una tnica matriz tostada).
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*t, (min)
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Figura 42. Plantillas de referencia de dos matrices individuales: (a) cacahuete y (b) pipa de girasol. Abreviaturas
detalladas en la Tabla 38. Las tendencias de cada grupo funcional se representan mediante lineas (compuestos de
cadena lineal) o regiones (heterociclos aromaticos) del mismo color que el grupo al que pertenecen los
compuestos volatiles. Comportamiento del volatil simbolizado mediante un color: blanco (volatil comun en la
matriz), blanco con asterisco (exclusivo de la matriz cruda), naranja (caracteristico en todas las muestras
tostadas), marrén (presente Unicamente en las muestras tostadas R2) y gris (volatil no detectado). Casos
particulares de una matriz marcados a través de recuadros: en blanco (volatil exclusivo de una tnica matriz
cruda) y en marron (volatil exclusivo de una tinica matriz tostada).
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Por ejemplo, el volatil 3-heptanona (C5) era caracteristico de las muestras de almendra tostada
(Figura 41a), mientras que el 4-etilguaiacol (B8) aparecia exclusivamente en muestras de
avellana tostada (Figura 41b). Por otra parte, el 1-nonanal (C6) fue detectado en almendras,
cacahuetes y pipas de girasol pero Unicamente en las muestras comerciales R2 (Figura 41a y
Figura 42a, 42b), y el alcohol feniletilico (B7), a pesar de encontrarse en almendras, avellanas y
cacahuetes como analito comun, se identificé solamente en las muestras de pipas de girasol

crudas (Figura 42b).

Por todo ello, el objetivo de la creacion de las plantillas de referencia de cada matriz fue su
aplicacion a muestras reales con el fin de confirmar el tipo de muestra analizada. A modo de
ejemplo para demostrar su aplicabilidad, en la Figura 43 aparecen representados los
cromatogramas en 2D de tres muestras diferentes de pipas de girasol, cada una de ellas
perteneciente a los tres grupos analizados: (a) cruda, (b) tostada R1 y (c) tostada R2; a los que

se ha aplicado su propia plantilla de referencia (Figura 41d).

Se identificd claramente el perfil en 2D de la fraccién volatil del cromatograma en 2D de la
Figura 43a como muestra de pipa de girasol cruda, debido a la presencia de los trece volatiles
que caracterizaban a este tipo de muestras (diez de ellos comunes y tres exclusivos de la

matriz cruda), junto con la ausencia de los nueve analitos asociados al proceso de tostado.

Pero mas relevante resulté la confirmacién de muestras tostadas mediante plantillas de
referencia de matriz, representadas en las Figura 43b y Figura 43c. Se comprobd que en ambas
muestras de pipas de girasol tostadas se identificaron los diez analitos comunes a dicha matriz,
ademas de los seis caracteristicos de todas las muestras tostadas, considerados como
marcadores potenciales del proceso de tostado de este fruto seco. Al mismo tiempo, se
confirmé la ausencia de las dos pirazinas (P2 y P5), cuya presencia seria indicativa de un
proceso de tostado en condiciones de t-T superiores a las industriales. Finalmente, la presencia
de 1-nonanal (C6) en el perfil en 2D de la Figura 43c, pero no en la Figura 43b, Unicamente
sirvié para distinguir de forma rdpida entre los dos tipos de tostado de las muestras, R2 y R1,

respectivamente, no considerandose por tanto, marcador en potencia del proceso de tostado.
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Figura 43. Aplicacion de la plantilla de referencia de pipa de girasol a tres cromatogramas en 2D de diferentes
muestras de pipas de girasol analizadas: (a) cruda, (b) tostada en condiciones suaves, R1 y (c) tostada en

condiciones mas intensas R2.
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7.9. CONSECUENCIAS

Se ha desarrollado un método para la separacion e identificaciéon de 43 compuestos volatiles,
en menos de 30 min, mediante el acoplamiento HS-GCxGC-FID con un modulador de flujo

capilar, para su aplicacion a muestras comerciales de cuatro frutos secos.

La combinacién de columnas que ha proporcionado mejores resultados, en términos de
separacion en ambas dimensiones (resoluciones y simetrias en 2D) y obteniendo la
diferenciacién mas clara entre grupos funcionales, estd compuesta por una primera columna
de polietilenglicol, de polaridad alta (INNOWax) y una segunda columna de polaridad media

(zB-35), es decir una combinacién de ortogonalidad inversa.

Se han optimizado, mediante disefios centrales compuestos, los parametros cromatograficos

de las separaciones GCxGC: flujos de ambas dimensiones y periodo de modulacion.

El estudio del tostado a través de la comparacidon entre muestras comerciales y muestras
sometidas a un tostado a escala de laboratorio, ha permitido considerar en cada una de las
matrices ciertos compuestos volatiles como marcadores potenciales del tostado. A su vez, se
han estimado de forma aproximada las condiciones de tostado industrial para cada una de las
matrices, observandose que, en todas ellas, las muestras tostadas se agrupaban en dos
conjuntos: R1 y R2, dependiendo de si las condiciones de tostado eran mas suaves o mas

intensas, respectivamente.

A partir del andlisis semi-cuantitativo, se han determinado los cambios en los porcentajes de
volumen de cada compuesto volatil, caracterizando las cuatro matrices en funcion de la

composicion de la fraccion volatil de cada fruto seco crudo y tostado.

Finalmente, se han creado plantillas de referencia de cada matriz con el fin de proporcionar

una visién global rapida y simple del perfil en 2D de la fraccién volatil de cada fruto seco, que

ayude a caracterizar el tostado industrial aplicado a cualquier muestra comercial.
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Conclusiones

1. Se ha puesto de manifiesto la complementariedad de las modalidades mono y
bidimensionales de la cromatografia en fase gaseosa para el analisis pormenorizado de

acidos grasos y compuestos volatiles en aperitivos o snacks.

2. El empleo de la cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas ha
facilitado la separacidn y cuantificacion de compuestos volatiles en muestras de vino y

acidos grasos en muestras de patatas fritas.

Mediante andlisis de varianza se ha demostrado que el sistema de
envejecimiento y la variedad de cultivo de patata utilizada causaban mayores
diferencias significativas, concretamente en 17 compuestos volatiles y 11
acidos grasos, respectivamente. En cuanto al anadlisis en componentes
principales, se encontraron diferencias entre grupos de muestras similares
desde el punto de vista de su fraccidon volatil o su perfil de acidos grasos,

explicadas con un 85.5-86.0 % de la variabilidad total de los datos.

3. El empleo de la cromatografia bidimensional acoplada a detector de ionizacién de
llama con un modulador de flujo capilar ha permitido, desde otra perspectiva, la

separacion e identificacion también de acidos grasos y compuestos volatiles.

La principal ventaja de la técnica bidimensional sobre la monodimensional ha
sido la separacion e identificacion de dos grupos de isémeros de acidos grasos

esenciales pertenecientes a la familia C18: acidos linoléico y linolénico.

La eleccién de la mejor combinacidn de columnas para llevar a cabo la
separacion en 2D, junto con la optimizacién de los cuatro pardmetros mas
influyentes en la cromatografia bidimensional, se ha visto favorecida con la
aplicacién de un disefio de experimentos, consiguiendo realizar una
experimentacion de forma mds eficaz obteniéndose los resultados con un

menor coste de tiempo y material.

Las combinaciones de columnas de ortogonalidad inversa han proporcionado

mejores separaciones en 2D, concretamente utilizando combinaciones: polar

alta x polar media.
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Capitulo VIII

200

Los tratamientos de muestra se han adecuado al tipo de matriz considerada. Se ha
empleado la extraccién sélido-liquido tradicional, Soxhlet, y la extraccion con fluidos
supercriticos, seguidas de una etapa de derivatizacidn, para la extraccidn y analisis de
los acidos grasos. En cambio, para la determinacion de compuestos volatiles, se han
empleado la extracciéon en fase sdlida en los vinos y una extraccién directa y
automatizada mediante headspace estdtico en los frutos secos, la cual ha resultado
idénea por su sencillez y por obtener la fraccion volatil de frutos secos a niveles

organolépticos, de la forma mas similar al sistema olfativo humano.

La identificacién de compuestos mediante cromatografia bidimensional se ha realizado
de forma rapida y sencilla a través de plantillas de referencia, cuya superficie en 2D es
capaz de representar las posiciones de los analitos mediante sus dos tiempos de
retencidn, es decir, representar la “huella dactilar” de la propia muestra, en funcién de

los analitos separados.

La gran utilidad de las plantillas en la cromatografia bidimensional se ha puesto
de manifiesto en primer lugar, al identificar y diferenciar los analitos por
familias o grupos funcionales en los cromatogramas en 2D. En el caso de los
acidos grasos, se han hecho visibles las diferentes tendencias entre acidos
grasos saturados, insaturados con distinto nimero de saturaciones o distinta
posicion de las mismas. Por otra parte, en los compuestos volatiles se han
diferenciado perfectamente las zonas de grupos funcionales, por ejemplo, los

heterociclos aromaticos como pirazinas o compuestos bencénicos.

En segundo lugar, la utilidad de las plantillas se ha demostrado en el estudio de
la fraccién volatil de diversos frutos secos, al emplearlas globalmente para ver
el grado de similitud o concordancia del cromatograma en 2D completo de una

muestra con otras analizadas bajo las mismas condiciones cromatograficas.
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flujo de gas portador de la °D; y C: periodo de modulacién (PM).

Figura 35. Superficies de respuesta estimadas para (a) simetria 2D de la 2,3-
dimetilpirazina en el Set 1; (b) ', del 1-pentanal en el Set 3; (c) resolucién 2D de
la 2,3,5,6-tetrametilpirazina en el Set 4; y (d) altura 3D del 1-hexanol en el Set 5.
Las superficies de respuesta se representan en 3D, en los intervalos estudiados
de dos de los factores, manteniendo el valor del tercer factor constante.
Factores: flujos de la primera y segunda dimensién (flujos 'D y °D) y periodo de
modulacién (PM).

Figura 36. Superficie de respuesta para la funcién de deseabilidad estimada para el Set
4, en funcién de los factores: flujo de gas portador de la 'D y de la D, y fijando
un valor de 1.70 s para el tercero: periodo de modulacién (PM). Aparece
marcado el drea y el valor de mayor deseabilidad.

Figura 37. Cromatogramas en 3D de la mezcla de patrones de compuestos volatiles
analizados empleando las condiciones finales de las 3 combinaciones de
columnas: (a) Set 1, (b) Set 3y (c) Set 5. Compuestos volatiles diferenciados por
colores y abreviaturas correspondientes a cada grupo funcional: hidrocarburos
(H), carbonilos (C), pirazinas (P), alcoholes (A), derivados bencénicos (B) y
furanicos (F).

Figura 38. Cromatogramas en 2D de la mezcla de patrones de compuestos volatiles
analizados empleando las condiciones finales de los 2 sets de columnas de
ortogonalidad inversa con la primera dimension cianopropil: (a) Set 2, (b) Set 3.
Compuestos volatiles diferenciados por colores y abreviaturas correspondientes
a cada grupo funcional: hidrocarburos (H), carbonilos (C), pirazinas (P), alcoholes
(A), derivados bencénicos (B) y furanicos (F). La tendencia de cada grupo
funcional se representa mediante lineas (compuestos de cadena lineal) o
regiones (heterociclos aromdticos) del mismo color que el grupo al que
pertenecen los compuestos volatiles.

Figura 39. Cromatogramas en 2D de la mezcla de patrones de compuestos volatiles
analizados empleando las condiciones finales de los 2 sets de columnas de
ortogonalidad inversa con la primera dimension polietilenglicol: (a) Set 4, (b) Set
5. Compuestos volatiles diferenciados por colores y abreviaturas
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correspondientes a cada grupo funcional: hidrocarburos (H), carbonilos (C),
pirazinas (P), alcoholes (A), derivados bencénicos (B) y furanicos (F). La tendencia
de cada grupo funcional se representa mediante lineas (compuestos de cadena
lineal) o regiones (heterociclos aromaticos) del mismo color que el grupo al que
pertenecen los compuestos volatiles.

Figura 40. Plantilla de identificacién en 2D de los 43 compuestos volatiles analizados

mediante el método cromatografico establecido para el Set 4. Aparecen
diferenciados por colores y abreviaturas correspondientes a cada grupo
funcional: hidrocarburos (H), carbonilos (C), pirazinas (P), alcoholes (A),
derivados bencénicos (B) y furanicos (F). La tendencia de cada grupo funcional se
representa mediante lineas (compuestos de cadena lineal) o regiones
(heterociclos aromaticos) del mismo color que el grupo al que pertenecen los
compuestos volatiles.

Figura 41. Plantillas de referencia de dos matrices individuales: (a) almendra y (b)

avellana. Abreviaturas detalladas en la Tabla 38. Las tendencias de cada grupo
funcional se representan mediante lineas (compuestos de cadena lineal) o
regiones (heterociclos aromdticos) del mismo color que el grupo al que
pertenecen los compuestos volatiles. Comportamiento del volatil simbolizado
mediante un color: blanco (volatil comdn en la matriz), blanco con asterisco
(exclusivo de la matriz cruda), naranja (caracteristico en todas las muestras
tostadas), marrén (presente Unicamente en las muestras tostadas R2) y gris
(volatil no detectado). Casos particulares de una matriz marcados a través de
recuadros: en blanco (volatil exclusivo de una Unica matriz cruda) y en marrén
(volatil exclusivo de una Unica matriz tostada).

Figura 42. Plantillas de referencia de dos matrices individuales: (a) cacahuete y (b) pipa

de girasol. Abreviaturas detalladas en la Tabla 38. Las tendencias de cada grupo
funcional se representan mediante lineas (compuestos de cadena lineal) o
regiones (heterociclos aromdticos) del mismo color que el grupo al que
pertenecen los compuestos volatiles. Comportamiento del volatil simbolizado
mediante un color: blanco (volatil comun en la matriz), blanco con asterisco
(exclusivo de la matriz cruda), naranja (caracteristico en todas las muestras
tostadas), marrén (presente Unicamente en las muestras tostadas R2) y gris
(volatil no detectado). Casos particulares de una matriz marcados a través de
recuadros: en blanco (volatil exclusivo de una Unica matriz cruda) y en marrén
(volatil exclusivo de una Unica matriz tostada).

Figura 43. Aplicacién de la plantilla de referencia de pipa de girasol a tres
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cromatogramas en 2D de diferentes muestras de pipas de girasol analizadas: (a)
cruda, (b) tostada en condiciones suaves, R1 y (c) tostada en condiciones mas
intensas R2.
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