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Resumen

Se ha desarrollado un método de microextraccion en fase sélida en espacio en cabeza
(HS-SPME) en combinacion con cromatografia de gases con deteccion por
espectrometria de masas (GC-MS) para el anélisis cualitativo y cuantitativo del perfil
volatil de jugos de frutas tropicales de pifia, maracuya y mango, cultivadas en Canarias.
El método fue optimizado empleando un disefio experimental y validado mediante
técnicas de calibracion externa en la matriz y/o adiciones estandar, haciendo una
evaluacion exhaustiva del efecto matriz. En el andlisis cualitativo, se identificaron 55
compuestos volatiles caracteristicos de estos alimentos, siendo los ésteres y terpenos las
familias de compuestos méas importantes. En el andlisis cuantitativo, se detectd y
cuantifico acetato de butilo y a-pineno en las muestras de maracuyd y mango, con

concentraciones en el nivel de microgramos por litro.

Abstract

A headspace-solid-phase microextraction (HS-SPME) method in combination with gas
chromatography-mass spectrometry (GC-MS) has been developed for the qualitative and
quantitative analysis of the volatile profile of tropical fruit juices of pineapple, passion
fruit, and mango, harvested in the Canary Islands. The method was optimized by an
experimental design, and validated using matrix-matched external calibrations and/or the
standard addition method, while performing an exhaustive evaluation of the matrix effect.
In the qualitative analysis, 55 volatile compounds relative to this type of food were
identified, with esters and terpenes as the most significant compounds. In the quantitative
analysis, butyl acetate and a-pinene were detected and quantified in fruit passion and

mango, with concentrations in the microgram per liter level.
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Introduccion

1. Introduccion
1.1. Frutas tropicales en las Islas Canarias

Las frutas tropicales se definen como aquellas frutas que son producidas en
regiones célidas y humedas, y que se ubican entre el Trdpico de Céancer y el Trépico de
Capricornio, con una temperatura promedio en torno a los 27 °C (1). Los arboles frutales
que los producen son de hoja perenne o siempreverdes, lo que implica que nunca se
quedan sin hojas, a diferencia de lo que ocurre con los frutales de hoja caduca, que son
comunes en las zonas de climas templados (2). Otra caracteristica importante es que son
frutales con escasa resistencia a heladas y que tienen poco o nulo desarrollo en regiones
frias, con temperaturas inferiores a los 10 °C. Las frutas tropicales constituyen una fuente
importante de la ingesta total de frutas en todo el mundo (3). Segun los datos presentados
por la Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura (FAO),
la produccion, comercio y consumo de frutas tropicales ha aumentado significativamente
en los ultimos afios, alcanzandose el valor de 7,7 millones de toneladas de fruta como
récord de comercializacion en 2019 (4).

Las frutas tropicales se clasifican segln sus requisitos de temperatura en frutas
tropicales en sentido estricto, tropicales pero adaptables y subtropicales. La Tabla 1

muestra los rasgos caracteristicos y ejemplos de cada tipo.

Tabla 1. Clasificacion de frutas tropicales.
Tipo de fruta Caracteristicas Ejemplos
Tropicales Requieren temperaturas Durian
medias mensuales :
: Rambutan
superiores a los 20 °C
Mangostan
Tropicales pero adaptables  Pueden adaptarse a medios Platanera
_sul_)troplcalgs con Mango
inviernos mas frios
Litchi
Subtropicales Se cultivan en zonas Guayaba
subtropicales (hasta 40° de hiri
) irim
latitud) ¢ 0yo
Aguacate

En Canarias existen 6 frutales tropicales que tienen importancia como cultivo
comercial: la platanera, la papaya, la pifia tropical, el aguacate, el mango y el guayabo.

Ademas, recientemente comienzan a desarrollarse comercialmente otras frutas como la
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pitaya y las pasifloras (comunmente denominadas parchitas o maracuyd), el litchi y el
longan, el chirimoyo y la guanabana o el mamey. Algunas de estas frutas cultivadas en
Canarias se comercializan fuera de las islas (2). En la Tabla 2 se indica la superficie
utilizada para el cultivo de frutas tropicales o subtropicales en Canarias en el periodo
2015-2020 (5).

Tabla 2. Superficie destinada al cultivo de frutas tropicales en las Islas Canarias.
Cultivo Superficie (ha)
Platanera 8942
Aguacate 1528
Mango 416
Papaya 267
Pifia tropical 150
Maracuya 7,16

Como se puede observar en la Tabla 2, en las islas se cultivan principalmente
platanos. De hecho, los platanos canarios constituyen casi el 100% de los cultivados en
Espafia y aproximadamente el 60% a nivel europeo (6). Por otra parte, el mango, que
ocupa el tercer puesto en cuanto a cultivo, es una de las frutas tropicales canarias mas
demandadas por los consumidores y se produce principalmente en La Gomera (6).
Mientras, la pifia se cultiva en El Hierro y La Palma, principalmente en la variedad de
Roja Espafiola. El cultivo del maracuya, comparado con el resto de las frutas tropicales,
tal y como se observa en la Tabla 2, ha sido tradicionalmente muy minoritario y marginal
en las Islas Canarias. En la Gltima década, tras un renovado interés por esta fruta exética
tanto por parte de los consumidores como de algunos productores e investigadores, se han
establecido lineas de trabajo en apoyo a la implantacion y al desarrollo comercial de esta
especie en las islas. Fruto de este esfuerzo, se ha avanzado en el conocimiento de estos
frutales subtropicales en aspectos importantes relacionados con el cultivo, tales como la
adecuada eleccion del material vegetal, la polinizacion o el entutorado (técnica agricola
en la que se crea una estructura que da soporte a determinadas plantas y ayuda a su
crecimiento) y poda. Teniendo en cuenta los rendimientos y la calidad de la fruta
obtenida, a nivel local y de exportacion, se espera un notable crecimiento en los proximos

afios (7).
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1.2. Importancia y caracteristicas de las frutas tropicales

El principal modo de consumo de las frutas tropicales es como fruto fresco,
aunque también se consumen en menor medida en otros alimentos como mermeladas,
gelatinas, jugos o yogures (2). La importancia adquirida por parte del consumo de estas
frutas radica en dos razones principales: su valor nutricional y sus propiedades
organolépticas. Dada la creciente conciencia sobre el efecto del consumo de los alimentos
en la salud, las frutas tropicales se han convertido en parte esencial de la dieta béasica en
la mayoria de las regiones del mundo, especialmente debido a su concentracion de
compuestos bioactivos, vitaminas, fibras, y minerales, entre otros (8). Por ejemplo, las
frutas tropicales de pulpa amarillo-naranja, como el mango y la papaya, tienen alto
contenido en vitamina A y en carotenos (2). EI mango y el guayabo también son ricos en
vitamina C. El platano y el aguacate, por su parte, son ricos en minerales como el potasio
y el calcio, respectivamente. El aguacate ademas tiene un alto contenido en grasas de alta
digestibilidad que ayudan al control del colesterol.

Ademas del creciente reconocimiento de su valor nutricional y terapéutico, los
consumidores buscan nuevas experiencias de notas sensoriales del sabor y olor de frutas
exoticas, que son las principales caracteristicas organolépticas de estos alimentos (9).
Estas propiedades surgen de una combinacion compleja de compuestos organicos
volatiles (VOCs) y semivolatiles que son propios de cada fruta (10). Esta fraccion volatil,
ademas, también juega un papel importante en obtener un mayor aprovechamiento
nutricional de la materia prima (11,12).

Conviene mencionar que el término "fraccion volatil" se usa en aplicaciones a
gran escala para definir en general una mezcla de compuestos volatiles en una matriz de
origen vegetal que puede muestrearse, debido a su capacidad para vaporizarse
espontaneamente y/o en condiciones o técnicas adecuadas (13). Por este motivo, el perfil
volatil puede presentar modificaciones considerables segln especie y variedad de la fruta,
la region geografica donde se cultivo, el procedimiento de elaboracién, asi como el grado
de maduracion del fruto (14).

Cabe asimismo destacar que, en lo que respecta a las frutas tropicales, en la
mayoria predomina el contenido de terpenos en su perfil volatil (15). Por ejemplo, el
mango, que se considera una fuente rica en vitamina A, es también conocido por su alto
contenido en monoterpenos, sesquiterpenos y compuestos Vvolatiles oxigenados

(aldehidos, alcoholes, ésteres y cetonas) (1). Ademas, los compuestos principales
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sefialados para el aroma del mango incluyen 3-careno, limoneno, a-pineno, p-cimeno,
acetaldehido, etanol y hexanal (16).

Para el caso del maracuya (también conocida como fruta de la pasion), se han
reportado diferentes ésteres (lineales, ramificados y sustituidos), tales como butanoato de
etilo, hexanoato de etilo y hexanoato de 2-metilbutilo (17) como componentes
caracteristicos de esta fruta. Los alcoholes superiores, como el hexanol y el 2-heptanol,
gue constituyen una fuente importante de aromas florales y verdes, representan el segundo
grupo quimico més significativo que ha sido identificado en esta fruta. Los terpenos,
como el B-ocimeno, también participan de manera significativa en el aroma caracteristico
de la fruta de la pasion. Otros grupos quimicos menores incluyen cetonas, éteres,
hidrocarburos y fenoles (14,18).

Por altimo, el perfil volatil de la pifia muestra que los principales compuestos
volatiles son los ésteres, como acetato de etilo, butanoato de etilo o hexanoato de etilo
(coincidiendo asi con el maracuyd), seguido en menor medida por terpenos, alcoholes y
cetonas (8). De hecho, el acetato de etilo se asocia directamente con la presencia de esta
fruta (19).

1.3. Andlisis de compuestos organicos volatiles en frutas

La introduccion de frutas tropicales en los mercados europeos esté limitada por la
baja calidad de algunas de las frutas importadas cuando llegan al pais de destino, aspecto
que finalmente afecta a la aceptacion por parte del consumidor (20). Asi determinados
factores como el color y la firmeza de la fruta, o el pH, son de importancia en lo que
respecta a esta aceptacion visual y sensorial. Resulta asimismo de importancia el conocer
el perfil de aromay los VOCs presentes en las frutas, de cara a su control de calidad (15).

Los métodos de prueba directos, como la determinacion del color o la firmeza de
las frutas, o los experimentos de panel de sabor (sobre todo dulzor y acidez), se vuelven
inviables cuando se dispone de elevadas cantidades de muestra. Como métodos analiticos
alternativos para mejorar este control de calidad de las frutas tropicales, se ha propuesto
el analisis de la fraccion volatil de estas frutas.

Los métodos analiticos para la determinacion de VOCs suelen implicar la
separacién, identificaciobn y determinacion cualitativa y/o cuantitativa de sus
componentes. ElI nimero de VOCs identificados en los alimentos depende de la técnica

de separacién/identificacién utilizada. Debido a su naturaleza volatil o semi-volatil, la
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cromatografia de gases (GC) resulta de elevada importancia en este tipo de
determinaciones analiticas (13).

La mayoria de los estudios de monitorizacion de VOCs en alimentos utilizan GC
en combinacidn con la espectrometria de masas (MS) (21,22). Con esta técnica, se pueden
alcanzar limites de deteccion del orden de 0,1 ng-g'. Las técnicas de GC
multidimensional acopladas a MS (GCxGC-MS) también se han empleado para realizar
estudios integrales de la composicion volatil de alimentos (23,24). A pesar de que GC-
MS sea la técnica mas utilizada para el analisis de compuesto volatiles en diferentes
matrices, existen otras técnicas alternativas que se usan con este propdsito, tales como la
GC con deteccidn de ionizacion en llama (GC-FID) (25,26) o la GC con deteccion por
olfactometria (GC-O) (26). Para poder realizar los analisis, ya sea con las muestras en
forma fresca o liofilizada, las frutas deben ser (pre)tratadas para extraer y/o preconcentrar
los VOCs presentes, eliminando, de ser posible, otras especies interferentes que puedan
estar presentes en la matriz de la muestra. Las técnicas analiticas principales de
pretratamiento de muestras para el andlisis de VOCs son: la extraccion en fase solida
(SPE) (27) la extraccién asistida con barritas agitadoras sorbentes (SBSE) (28) y
microextraccion en fase solida (SPME) (29). Todas estas técnicas se basan en el empleo
de un material sélido como extractante (o un liquido muy viscoso anclado en un soporte
s6lido). La extraccion de los analitos de interés se consigue por el establecimiento de un
equilibrio de reparto de los analitos desde la muestra inicial (0 una disolucién o
suspension acuosa de la misma) hasta el material sorbente. Sin embargo, estas técnicas se
realizan empleando dispositivos diferentes, tal y como se esquematiza en la Figura 1.

La SPE es una técnica de preparacién de muestras sencilla que, cuando se realiza
en su configuracion mas convencional, se basa en el empleo de un cartucho en el que se
dispone el material de extraccion, con un procedimiento en el que se pueden distinguir
dos etapas: la extraccion y la elucién. En la etapa de extraccion, la muestra se hace fluir
a través del cartucho que contiene el material extractante. Tras esto, se pueden realizar
etapas de lavado o secado del cartucho, con el objetivo de minimizar la presencia de
interferentes 0 mejorar la retencion de los compuestos de interés. En la etapa de elucion,
se hace pasar por el cartucho un volumen determinado de disolvente organico. Los
analitos que se encuentran retenidos en el material del cartucho, de nuevo experimentan
un reparto entre estas dos fases, de forma que al final son eluidos por el disolvente. Esta
técnica resulta facil, econdmica y automatizable. Ademas, existe gran variedad de

materiales para SPE disponibles comercialmente, o sintetizados en el laboratorio,
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incluyendo fases en modo reverso, modo normal, de intercambio i6nico, de adsorcion, de
interaccion hidrofilica (HILIC), etc. La principal desventaja es el relativamente elevado
volumen de muestra y de disolventes organicos necesario para realizar la elucion de los
analitos. En este sentido, las técnicas de microextraccion (tanto la SBSE como la SPME)
son mas atractivas, porque los requerimientos de muestra y de disolventes son menores
(30).

La SBSE emplea una barra de agitacion magnética recubierta con una capa de
material extractante para la retencion de los analitos de interés. La mayor parte de las
aplicaciones emplean polidimetilsiloxano (PDMS) como material de extraccion. Estas
barritas se encuentran disponibles comercialmente y se denominan Twister (Gerstel) (31).
El procedimiento de SBSE consta también de dos etapas: la extraccion y la desorcion. La
etapa de extraccion se realiza introduciendo directamente el dispositivo en la muestra (DI -
SBSE) o0 en espacio en cabeza de la disolucion (HS-SBSE) y mediante agitacion durante
un tiempo determinado. La desorcion de los analitos extraidos en la barrita se realiza
poniéndola en contacto con un pequefio volumen de disolvente (desorcion liquida) o
aplicando altas temperaturas en un sistema de desorcion térmica. La SBSE resulta una
técnica altamente sensible debido al relativamente elevado volumen de fase polimérica,
especialmente en comparacion con otras técnicas de microextraccion, y con la que se
pueden alcanzar altos factores de enriquecimiento de los analitos gracias a la diferencia
de volumenes entre muestra y material de extraccion. Sin embargo, presenta otra serie de
desventajas: el requerimiento de elevados tiempos de extraccion para llegar a condiciones
de equilibrio, la posibilidad de dafio o ruptura del material de la barrita durante la
extraccion debido a la agitacion y la presencia de efecto memoria o carry-over
significativo (32).

La SPME utiliza como sistema de extraccion una pequefia cantidad de material de
extraccion en forma de fibra. Este sistema se monta en un dispositivo que se asemeja al
de una micro-jeringa para realizar la extraccion (33). Esta técnica se discutira en detalle
la siguiente seccidn por sus ventajas y su uso extensivo para el analisis de VOCs en

alimentos.
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L]
Cartucho de SPE —» -
Analitos >e
[ ]
o
Muestra acuosa > .
% Analitos — 54 o
. » Muestra acuosa———»> o
Material de extraccion > ° .
[ J
* Material de extraccion O
N — -
\U/ en barrita agitadora ;
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Agitacion
Extraccion en fase solida Extraccion asistida por barritas
(SPE) agitadoras sorbentes (SBSE)

Fibra de SPME —»

Material de extraccion —.ﬁ H
_» [ ]

Analitos

Muestra acuosa ———=—»
-

Microextraccion en fase sélida
(SPME) B

Figura 1.

Esquema de los dispositivos empleados en las principales técnicas de extraccion de VOCs en alimentos.
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1.4. Microextraccion en fase solida

La SPME fue desarrollada por Pawlizyn en 1990 (34) como una alternativa a la
SPE. Sin embargo, la SPME no es la técnica miniaturizada directa de la SPE pues emplea
como material de extraccién el recubrimiento en forma de fibra en lugar de un cartucho
relleno del material de extraccion. Ademas, los requerimientos de muestra y de material
extractante en SPME son menores que en SPE, con volimenes de 20 mL de muestra o
inferiores y menos de 1 yL de material sorbente cuando se trata de un liquido viscoso (y
unos pocos g cuando se trata de un material solido), frente a los volimenes de muestra
superiores a 250 mL en SPE, y materiales de extraccion de 1 g o superiores.

El procedimiento de SPME se realiza también en dos etapas: extraccion y
desorcion, como en SBSE. La Figura 2 muestra un esquema de dicho procedimiento.
Durante la etapa de extraccion, existen dos modos de trabajo principales que se clasifican
segun la forma en que se expone el material extractante a la muestra. Asi, se diferencia
entre DI-SPME y HS-SPME en base a si la fibra se expone directamente a la muestra
acuosa o si se coloca en el espacio superior del vial de extraccion (HS) (ver Figura 2 (A)).

La HS-SPME es especialmente Gtil para la determinacion de VOCs (35). En este
caso, se establece un sistema con tres fases: la muestra acuosa, en la que inicialmente se
encuentran los analitos, el HS, y el recubrimiento activo de la fibra de SPME. Durante la
extraccion, los analitos experimentan reparto entre estas fases. En la mayoria de los casos,
el paso limitante y que determina el tiempo de equilibracién de los analitos es el paso al
HS. Por ello, el estudio de variables como la temperatura de extraccién o la fuerza iénica
de la muestra, que pueden acelerar o decelerar este paso, es de vital importancia en HS-
SPME.

Independientemente de la modalidad de extraccion (DI- 0 HS-SPME), existen dos
mecanismos de extraccién distintos: absorcién y adsorcion (33). En la absorcion, se
produce una difusion rapida de los analitos en la fibra, llegando incluso a las capas
internas del recubrimiento de SPME. En la adsorcion, la extraccion se realiza con fibras
porosas, en las que los analitos quedan adheridos a la superficie de los poros. Las fibras
comercializadas que extraen siguiendo un mecanismo de absorcion son las basadas en
poliacrilato (PA), y se utiliza para analitos polares (por ejemplo, los fenoles) y la PDMS,
para analitos apolares (por ejemplo, el tolueno). Las fibras en las que se combina mas de
un polimero como la carboxen-PDMS (CAR-PDMS) o divinilbenzeno/CAR-PDMS
(DVB/CAR-PDMS) son més adecuadas para analitos volatiles y extraen mediante
adsorcion (33,36,37).
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Fibra de SPME

i3 Agilent Technologies

Material de
extraccion (Fase
estacionaria)

Analitos
Muestra acuosa

HS-SPME DI-SPME Desorcion térmica

Figura 2. Modos de (A) extraccién y (B) desorcion en el proceso de SPME
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Una vez finalizada la extraccion, la etapa de desorcion puede ser de dos tipos:
desorcion térmica y desorcion con disolvente organico (ver Figura 2 (B)). La desorcion
térmica es indicada cuando se emplea GC como técnica posterior de separacion de los
analitos. Esta modalidad se basa en la introduccion de la fibra de SPME en el inyector del
cromatografo, el cual se encuentra a elevadas temperaturas. En la desorcion con
disolvente organico, la fibra se expone a un volumen pequefio de disolvente (inferior a 1
mL), el cual es posteriormente inyectado en el instrumento de andlisis, que puede ser
cromatografia liquida (LC), GC, o electroforesis capilar (CE).

La SPME presenta diversas ventajas como técnica de microextraccion. En primer
lugar, aunque es una técnica no exhaustiva, se alcanzan elevados niveles de
preconcentracion debido a los pequerios volumenes de material de extraccion empleados.
Ademas, al controlar la polaridad y el grosor del revestimiento de la fibra y otros
parametros de extraccion, como el tiempo, se garantizan resultados altamente consistentes
y cuantificables, libres de efecto memoria. Esta técnica no destructiva para las muestras
es facilmente automatizable y aplicable a cualquier matriz de diferente naturaleza ya sea
gaseosa, liquidas o solida, siendo las fibras reutilizables, econdmicas y compatibles con
diferentes tipos de instrumentacion analitica.

El principal inconveniente que presenta es la limitada capacidad de las fibras, ya
que la cantidad de recubrimiento es muy pequefia. Como consecuencia de ello, en algunas
aplicaciones, sobre todo en SPME-LC, la sensibilidad puede ser limitada, lo que ha

derivado en otras modalidades de microextraccion como la que utiliza peliculas delgadas.

1.4.1. Importancia la determinacion de VOCs mediante HS-SPME

Existen dos tipos de problemas principales en lo que respecta a la determinacion
de VOCs en muestras de alimentos: problemas relativos a los analitos y otros relacionados
con las muestras. Por una parte, los VOCs poseen gran variedad de polaridades,
reactividades y funcionalidades, y se encuentran presentes en las muestras de alimentos
en cantidades variables, desde grandes cantidades a niveles traza (38). Por ello, se
requiere de materiales de extraccion que sean sensibles para analitos de diversa
naturaleza. Ademas, las muestras analizadas son altamente complejas, por lo que la
técnica de extraccion debe ademas servir como etapa de limpieza. Del mismo modo, el
material de extraccion debe ser estable o disponerse de forma que no sea dafiado durante
el tratamiento de la muestra. Por todo lo mencionado, actualmente, la HS-SPME es la

técnica mas utilizada para obtener el perfil de VOCs en muestras de alimentos (38). Como
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ejemplos, conviene destacar el andlisis de muestras de café (39), vino (40), quesos (41),
papas (42) y frutas como fresa (43), naranja (44), meldn (45), pifia (46), maracuya (47) o
mango (14).

En lo que respecta al andlisis de volatiles en frutas mediante HS-SPME, es comln
el analisis del jugo de las frutas (con o sin pulpa) en lugar de la piel, que es la mayoria de
las ocasiones la parte del alimento que llega al consumidor. La Tabla 3 muestra ejemplos
de métodos de HS-SPME-GC-MS para la determinacion de VOCs en muestras de jugos
de pifa (46,48,49), maracuya (14,17,50,51) y mango (47,52-54). Las fibras de SPME
empleadas fueron CAR-PDMS (46-48,50), DVB-PDMS (49,51) y DVB/CAR-PDMS
(14,17,52-54). La mayor parte de métodos desarrollados realizan estudios de tipo
cualitativo (14,17,46-48,51,53,54) y se basan en la identificacion del perfil volatil de las
muestras empleando diferentes métodos, incluyendo: la comparacion del tiempo de
retencion cromatografico mediante la inyeccién de los correspondientes estandares, la
correlacion del espectro de masas con espectros de librerias, o la determinacion del indice
de Kovats. Algunos estudios emplearon analisis multivariante para evaluar el efecto de
parametros postcosecha en el perfil volatil de la muestra pifia (49). Con respecto a
estudios mas cuantitativos, por ejemplo, Sam et al. cuantificaron un total de 7 analitos en

mango, con contenidos entre 290 y 4102 pg-L* (52).
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Tabla 3. Ejemplos representativos de la determinacion de VOCs en muestras de jugos de frutas de pifia, maracuya y mango mediante HS-

SPME-GC-MS.
Fruta N° total de VOCs NP ésteres y/o terpenos ~ Cantidad de muestra Fibra de SPME Tipo de analisis Ref.
tropical identificados (tipo)
Pifia 34 24 ésteres 0,55 g (pulpa) CAR-PDMS Cualitativo (46)
Pifia 52 36 ésteres y 3 terpenos 8 g (jugo) CAR-PDMS Cuantitativo (48)
Pifia 142 88 ésteres 110 g (pulpa) DVB-PDMS Semicuantitativo (49)
Maracuya 169 88 ésteres y 21 terpenos 5 g (pulpa) DVB/CAR-PDMS Cualitativo (14)
Maracuya 42 26 ésteres y 11 terpenos 4 g (pulpa) CAR-PDMS Semicuantitativo (50)
Maracuyéa 44 26 ésteres y 8 terpenos 0,2 mL (jugo) DVB-PDMS Cualitativo (51)
Maracuyéa 148 44 ésteres y 20 terpenos 3 g (pulpa) DVB/CAR-PDMS Cualitativo a7
Mango 35 3 ésteres y 10 terpenos 7 mL (jugo) CAR-PDMS Cualitativo (47)
Mango 70 7 ésteres y 14 terpenos 5 mL (jugo) DVB/CAR-PDMS Cualitativo (53)
Mango 47 - 2,5 g (pulpa) DVB/CAR-PDMS Cualitativo (54)
Mango 7 1 éster y 5 terpenos 2,5 g (pulpa) DVB/CAR-PDMS Cuantitativo (52)
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2. Objetivos

La monitorizacion de VOCs en frutas tropicales resulta de enorme interés para
incrementar la informacion nutricional y organoléptica de las mismas, lo que permitiria
la mejora en la produccion y la aceptacion del alimento por parte del consumidor. Pese a
que se encuentran disponibles una gran variedad de estudios que analizan VOCs en
alimentos, existe un limitado nimero en lo que respecta a frutas tropicales. Ademas, la
mayoria de los estudios con estos fines son de tipo cualitativo, centrandose en la
identificacion de los componentes presentes en las muestras analizadas, pero no en el
contenido de los mismos.

Por ello, el objetivo principal de este trabajo es el desarrollo de un método de HS-
SPME-GC-MS para la monitorizacion cualitativa y cuantitativa de VOCs presentes en
jugos de frutas tropicales de pifia, maracuya y mango, cultivadas en las Islas Canarias.

En base al objetivo principal anteriormente descrito, se han definido asimismo los
siguientes objetivos parciales:

— Laeleccion de un grupo de VOCs caracteristicos de la muestra de interés mediante
una busqueda bibliogréafica en bases de datos cientificas.

— La optimizacién de la separacion analitica por cromatografia de gases con
deteccion por espectrometria de masas usando dos instrumentos diferentes, con
analizador maésico cuadrupolar simple (GC-QMS) y con triple cuadrupolo (GC-
QQQMS).

— La puesta a punto y optimizacién de un método de HS-SPME como etapa de
tratamiento de las muestras, con estudios centrados tanto en la seleccion de la
fibra comercial ideal para la determinacion de los analitos seleccionados, asi como
en la realizacion de un disefio experimental enfocado a la obtencion de las
condiciones dptimas de extraccion para la fibra previamente seleccionada.

— El andlisis cualitativo del perfil de VOCs de tres jugos de frutas tropicales
representativos de Canarias: pifia, maracuya y mango.

— El andlisis cuantitativo de las muestras de jugos de frutas tropicales, que
necesariamente requiere de la validacion de la metodologia seleccionada (HS-
SPME-GC-QQQMS), con especial atencion al estudio del efecto matriz.
Ademas, este trabajo se incluye dentro de la asignatura de Trabajo de Fin de

Master del Master en Quimica especializado en Quimica Medioambiental,
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Agroalimentaria y Materiales. Por lo tanto, se han fijado los siguientes objetivos
transversales para la superacion de la asignatura:

— El manejo de diferentes fuentes de informacion y bases de datos cientificas a
través de la busqueda bibliografica sobre metodologias de analisis de VOCs
en diferentes alimentos.

— Laaplicacion de los fundamentos teoricos adquiridos en el Master en Quimica,
especialmente los relacionados con técnicas de microextraccion ,separaciones
cromatograficas y quimiometria. La toma de decisiones relacionadas con el
proyecto de investigacion.

— EI desarrollo de la creatividad y habilidades de pensamiento critico y

reflexivo.
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3. Experimental
3.1. Reactivos, disolventes, disoluciones y muestras

Entre los analitos estudiados se encuentran cinco ésteres y cinco terpenos, todos
con una pureza superior al 97% y suministrados por Sigma-Aldrich/Merck KGaA
(Steinheim, Alemania). La Tabla 4 contiene las estructuras quimicas y algunas de las
propiedades fisico-quimicas mas significativas de los analitos estudiados.

Se utiliz6 metanol proporcionado por Honeywell Fluka™ (Seetze, Alemania) para
preparar disoluciones estandares individuales de cada analito a una concentracion de 2000
mg-LL. A partir de las disoluciones estandares, se preparé una disolucién estandar
intermedia conteniendo todos los analitos a 20 mg-L™* en metanol. Esta disolucion
intermedia se utilizd en la optimizacion del método cromatografico y del método de
extraccion, asi como para la construccion de las curvas de calibrado. Todas las
disoluciones estandar se conservaron protegidas de la luz y refrigeradas en nevera a 4 °C.
Las disoluciones estandares de trabajo se prepararon por dilucién de la disolucion
intermedia en diferentes medios acuosos. El contenido de metanol en todos los casos (en
estas disoluciones de trabajo) fue igual o inferior al 0,8 % (v/v).

Para la preparacion de las disoluciones de trabajo durante la optimizacion del
método analitico, se utiliz6 agua ultrapura (18,2 MQ-cm™) obtenida de un sistema de
purificacion de agua Milli-Q (Millipore, Watford, UK) y NaCl suministrado por Sigma-
Aldrich/Merck KGaA.

Las muestras de jugo de frutas tropicales fueron suministradas por el Instituto
Canario de Investigaciones Agrarias (San Cristobal de La Laguna, Santa Cruz de
Tenerife). La Tabla 5 incluye el tipo de fruta tropical, su procedencia o cultivar y las
abreviaturas utilizadas en este estudio. El jugo de las frutas fue extraido y congelado en

nitrogeno liquido a -80 °C hasta la realizacion de los analisis.
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Tabla 4. Foérmula, estructura quimica y algunas caracteristicas fisico-quimicas de los analitos estudiados.
Analito Férmula Estructura Peso molecular Teb (°C) Presion de
. (g'mol?) vapor (Pa) a
(abreviatura) 250
Butanoato de etilo CeH1202 @) 116,16 121 18532
(EB) PN N
Acetato de butilo CeH1202 O 116,16 126 15332
(BA) AO/\/\/\
(-)-a-Pineno CioH1s6 136,23 157 46530
(Pin)
Mirceno CioH16 136,23 136 30531
(Myr) AN 7
Acetato de hexilo CgH1602 O 144,21 172 18532
(HA) )L
AN
@)
Limoneno CioH1s6 136,23 175 20532
(Limo)
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Tabla 4. (continuacion).

Analito Férmula Estructura Peso molecular Teb (°C) Presion de
i (g'mol?) vapor (Pa) a

(abreviatura) 250
Eucaliptol CeH1202 116,16 126 21998
(Eu) O
Terpineno CioHas 136,23 183 14399
(Ter)
Linalol C10H1s0 HO 154,25 199 12132
(Lina) w
Butanoato de hexilo C10H2002 O 172,26 208 31064
(HB) /\)J\O/\/\/\

Nota: Los datos de esta tabla fueron obtenidos en la base de datos SciFinder Scholar© (American Chemical Society 2021).
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Tabla 5. Abreviaturas, tipo de fruta y procedencia o cultivar de las frutas tropicales
analizadas en este estudio.

Abreviatura  Tipo de fruta Nombre cientifico Procedencia o cultivar
Pifia RE Pifia Ananas comusus Merr. Cultivar Roja Espafiola
Pifia MD Pifa Ananas comusus Merr. Cultivar MD2
Maracuya Maracuya Passiflora edulis Sims Maguary
Mango Mango Mangifera indica L. Keiit

3.2. Materiales
Las fibras de SPME comerciales empleadas en este trabajo fueron suministradas

por Supelco (Bellefonte, Estados Unidos) y tienen las caracteristicas mostradas en la
Tabla 6.

Tabla 6. Caracteristicas de los recubrimientos de SPME empleados en este estudio.
Tipo de recubrimiento Grosor fibra Naturaleza del
(Abreviatura) (um) analito a extraer
Polidimetilsiloxano 100 No polar
PDMS
Divinilbenzeno-Polidimetilsiloxano 65 Polar y volatil
DVB-PDMS
Carboxen-Polidimetilsiloxano 75 Polar y volatil
CAR-PDMS
Divinilbenceno/Carboxen-Polidimetilsiloxano 50/30 Semipolar

DVB/CAR-PDMS

Las experiencias de extraccién mediante HS-SPME se llevaron a cabo utilizando
viales topacio de 10 mL de capacidad, con tapones y septum suministrados por Agilent
Technologies (Santa Clara, Estados Unidos). Ademas, se emplearon barritas agitadoras
de 10 mm x 4,5 mm suministradas por Sigma-Aldrich/Merck KGaA, un agitador
magnético con placa calefactora de IKA® WERKE RCT basic (Staufen, Alemania)
controlado con un termostato Sensoterm Il suministrado por JP Selecta (Barcelona,
Espafia) y un soporte metalico para la sujecién de las fibras adquirido en Supelco (Sigma-
Aldrich/Merck KGaA).
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Las micropipetas de trabajo, con rangos de 2-20 pL, 20-200 pL y 1-10 mL, fueron
suministradas por Eppendorf (Hamburgo, Alemania) y Thermo Scientific

(Massachusetts, Estados Unidos).

3.3. Instrumentacion

Se emplearon dos instrumentos de GC-MS diferentes durante el transcurso del
trabajo. Para la optimizacion del método de HS-SPME se usé un GC 7820A con detector
de espectrometria de masas (MS) modelo 59778 con sistema de ionizacién por impacto
electronico (EI) y con un analizador masico cuadrupolar simple (Q).

Por su parte, para la validacion del método y analisis de muestras, se emple6 un
GC modelo 8890B de Agilent Technologies equipado con un detector MS 7000D. El MS
esta formado por un sistema El y un analizador mésico cuadrupolar triple (QQQ).

Tanto en GC-QMS como en GC-QQQMS, la columna cromatogréafica utiliza fue
la HP-5MS Ul (30 m x 0,250 mm x 0,25 um de grosor de recubrimiento), suministrada
por Agilent Technologies. La adquisicion de datos se realizo con el software MassHunter
Workstation (Agilent Technologies).

Para el tratamiento de datos se usaron los siguientes softwares: (1) Microsoft
Office Word v. 2016 para la redaccion de la memoria, (2) Microsoft Office Excel v. 2016
para el tratamiento estadistico y elaboracion de graficos, (3) Microsoft Office PowerPoint
v. 2016 para la elaboracién de figuras, (4) Statgraphics Centurion XV.I para la desarrollo
del plan de screening, obtencion de superficies de respuesta y optimizacion multivariante
y (5) la libreria NIST v. 2014 para realizar el analisis cualitativo de los jugos de las frutas

tropicales sefialadas.

3.4. Procedimientos
3.4.1. Procedimiento de extraccion-desorcion mediante HS-SPME

El procedimiento de HS-SPME realizado en este TFM hace uso de 5 mL de una
disolucion acuosa (0 muestra de jugo) de fruta tropical que se ubica en el vial de
extraccion, conteniendo NaCl (cuya cantidad fue objeto de optimizacion), junto a una
barrita agitadora magnética. El vial se somete entonces a agitacién durante 1 min a
temperatura ambiente, para disolver completamente la sal y asegurar la homogenizacion,
y se coloca en el termobloque metalico que se encuentra en la placa calefactora. A
continuacion, la fibra de SPME se introduce en el vial a través del septum sin que se

sumerja en la disolucion (para asegurar el modo de trabajo en HS). Para la extraccion en
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las condiciones optimizadas, la fibra o6ptima (DVB/CAR-PDMS) se expone
inmediatamente al espacio en cabeza de la disolucion durante 60 min a 60 °C y 500 rpm.
Otras condiciones fueron utilizadas durante el proceso de optimizacion.

Tras ello, la fibra se retira del vial y la desorcion térmica de los analitos se realiza
introduciendo la fibra de SPME en el inyector del GC durante 6 min y empleando la
temperatura de desorcién recomendada por el fabricante para cada fibra, que se
corresponde con la temperatura maxima de estabilidad del recubrimiento. Asi, se us6 280
°C para PDMS, 310 °C para CAR-PDMS, 270 °C tanto para DVB-PDMS como
DVB/CAR-PDMS. Asimismo, se realiz6 una limpieza inicial de las fibras al comenzar
cada dia de trabajo que consistio en introducir la fibra de SPME durante 15 min en el

inyector de GC a la temperatura anteriormente indicada.

3.4.2. Separacion y deteccion de los analitos en GC-MS

Tanto para los experimentos de GC-QMS, como para los de GC-QQQMS, se
emplearon diferentes temperaturas en el inyector en base a la temperatura de desorcion
de cada fibra (ver Seccién 3.4.1). Ademas, la inyeccion se realizé en modo splitless, con
un split vent a los 6 min a razén de 15 mL-mint. La separacion cromatogréafica se realizé
usando He como gas portador a 1 mL-mint. Para la ionizacion y deteccién por MS, se
empled una energia de 70 eV en el El y 280 °C, 250 °C y 150 °C como temperaturas en
la linea de transferencia, fuente de ionizacion y cuadrupolo. Ademas, se usé un modo
dual SCAN/SIM en ambos casos. Las Tablas 7 y 8 muestran las separaciones en el GC y
el programa de segmentos en el MS empleado en GC-QMS y GC-QQQMS,
respectivamente.

En el caso de las experiencias mediante GC-QQQMS, se us6 un flujo adicional de
He (quencheante) a 2,25 mL-mint y un flujo de N2 a 1,5 mL-min* en el segundo
cuadrupolo (celda de colision). Ademas, se emple6 el primer cuadrupolo para el modo

SCAN y el tercer cuadrupolo en modo SIM.
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Tabla 7. Programa de temperaturas y de segmentos de iones monitorizados en la separacion y deteccion por GC-QMS.
Segmento Tiempo (min)  Temperatura® (°C)  Rampa de temperatura Mantenimiento de la lones monitorizados® (m/z)
(°C-min‘t) temperatura (°C)
1. EB, BA 0 60 2 1 71,43, 88, 43, 56, 41, 73
2: Pin 4,5 - - 93,91, 92
3: Myr 6 - - 41, 93, 55, 43
4: HA 7,8 - - 43, 56, 55, 61
5: Limo, Eu 8,5 - - 68, 93, 67, 79, 43, 81, 108, 71
6: Ter 9,8 - - 93, 91, 136, 121
7: Lina 11,5 - - 71, 93,55, 43
8: HB 16 - - 43,71, 89, 56
9: 31 120 8 - -
10: 59 320 3 -

* Se programd el modo SCAN en el intervalo de masa de 40-250 (m/z).

@ Temperatura en el horno de la columna.
b Jones monitorizados en cada segmento del programa SIM.
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Tabla 8. Programa de temperaturas y de segmentos de iones monitorizados en la separacion y deteccion por GC-QQQMS.

Segmento Tiempo (min)

Temperatura? (°C)

Rampa de temperatura

Mantenimiento de la

lones monitorizados® (m/z)

(°C-min‘t) temperatura (°C)
1: EB, BA 0 60 2 3 71,43, 88, 43, 56, 41, 73
2: Pin 4,5 - - 93,91, 92
3: Myr 8 - - 41, 93, 55, 43
4: HA 91 - - 43, 56, 55, 61
5: Limo, Eu 10,2 - - 68, 93, 67, 79, 43, 81, 108, 71
6: Ter 11,7 - - 93,91, 136, 121
7: Lina 14 - - 71, 93,55, 43
8. HB 17 - - 43,71, 89, 56
9: 43 140 20 - -
10: 54 300 3 -

* Se programd el modo SCAN en el intervalo de masa de 40-250 (m/z).
@ Temperatura en el horno de la columna.
b Jones monitorizados en cada segmento del programa SIM.
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4. Resultados y discusion
4.1. Optimizacion de métodos de GC-MS
4.1.1. GC-QMS

Las condiciones éptimas que aseguraron la separacion y correcta deteccién de los
analitos estudiados se indicaron en la Tabla 7 del procedimiento experimental. El tiempo
total de analisis en el GC-QMS fue de 59 min. La Tabla 9 muestra el orden de elucién de
los analitos junto con sus tiempos de retencion. En general, cuando se emplea como
sistema de deteccion la MS, el poder de resolucion de la técnica de GC aumenta y, en
multitud de ocasiones, no resulta necesario alcanzar la separacion completa de los
analitos, puesto que la MS permite posteriores diferenciaciones. Sin embargo, en esta
aplicacion concreta fue necesario asegurar la correcta separacion de todos analitos usando
el modo SCAN, ya que muchos de ellos poseen una naturaleza similar, generando asi
fragmentos pequefios y muy similares en el espectro MS. En este sentido, una vez
separados, se optimiz6 el programa SIM, dividiendo el cromatograma en segmentos o
grupos de analitos que eluian a tiempos de retencion similares, seleccionandose los iones
con masa/carga (m/z) adecuados para poder realizar una correcta identificacion. Para
seleccionar el ion m/z cuantificador, se empled el cromatograma del SCAN en
condiciones de separacion Optimas, extrayéndose el espectro de masas al tiempo de
retencion de cada analito y con las siguientes consideraciones adicionales: (a) seleccion
de aquel ion con mayor relacion m/z y la mayor intensidad en el espectro posible, (b)
seleccion del ion m/z con poco ruido en el espectro y (c) seleccion de aquel ion m/z que,
aun no cumpliendo los criterios anteriores, permita la diferenciacion con respecto a otros
analitos. Con respecto a los criterios para la identificacion de los analitos, se utilizo: su
tiempo de retencion, la presencia de varios iones m/z (el cuantificador y 1-3 iones
cualificadores, de acuerdo con los criterios anteriores y a lo indicado en la Tabla 9, y el
valor de la relacion del ion cuantitativo respecto de cada ion cualitativo con respecto al
que presentan los estandares sometidos a las mismas condiciones de determinacion
analitica.

Conviene mencionar que se optd por trabajar simultaneamente en SCAN y SIM
para obtener informacion extra sobre la presencia de otros analitos en las muestras de

jugos de frutas (a modo de analisis untargeted).
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Tabla 9. Tiempo de retencion e

seleccionados en la separacion de los analitos mediante GC-QMS.

Resultados

iones cuantificadores y cualificadores

Analito ~ RT2#SDP (min) lon cuantificador (m/z)

lones cualificadores (m/z)

EB 2,82+0,08
BA 2,86 £ 0,03
Pin 5,54 +£ 0,04
Myr 7,44 £ 0,04
HA 8,3+0,07

Limo 8,65+ 0,04
Eu 8,7+0,3

Ter 10,27 £ 0,06
Lina 12,35+ 0,08
HB 176+0,1

71
56
93
93
43
67
81
93
93
89

88
41
91
41
55
68
43
91
43
56

73
92
69
56
79
71
121
55
71

61
93
108
136
71
89

2 Tiempo de retencion de analitos.

b Desviacion estandar del tiempo de retencion (n = 30).

El solvent delay se fij6 a 0 min por las mismas razones (poder registrar el mayor

numero de analitos en el estudio cualitativo de las muestras) y porque los analitos volatiles

y semivolatiles (generalmente presentes en estas muestras) tienen una naturaleza

relativamente polar y, por tanto, eluyen rapidamente. En este sentido, la técnica de SPME

presenta ventajas cuando se combina con GC-MS ya permite trabajar con solvent delays

cortos sin dafar los filamentos de la fuente de ionizacion por presencia de disolvente.

Esto se debe a que se trata de una técnica de microextraccion sin requerimientos de

disolvente (solvent-free). De hecho, s6lo requiere del empleo de un volumen minimo de

disolvente cuando se trabaja con disoluciones acuosas de estandares. La Figura 3 muestra

un cromatograma representativo obtenido en las condiciones de separacion optimas en el

modo SIM, donde se observa la abundancia relativa de cada ion m/z para los analitos

monitorizados en este estudio.
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Figura 3. Cromatogramas representativos (modo SIM) obtenidos tras aplicar el

método de HS-SPME-GC-QMS a una disolucién estandar acuosa conteniendo todos los
analitos a una concentracion de 100 pug-L?. Se utiliz6 la fibra DVB/CAR-PDMS a 60
min. de extraccién, 60 °C de temperatura de extraccion y 20% (p/v) de NaCl%. Nota: el

cromatograma negro se refiere al ion m/z cuantificador.
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4.1.2. GC-QQQMS

Las condiciones de empleo del GC-QQQMS en las condiciones que se detallaron
en la Seccién 3.4.2 del procedimiento experimental. En lo que respecta a la etapa de
separacion por GC, se modificd ligeramente la rampa de temperaturas respecto a la
empleada en GC-QMS para mejorar la separacién en la zona inicial del cromatograma
para su mejor implantacion en los estudios cualitativos con muestras reales, que es donde
se identificard la mayoria de los compuestos volatiles relativos a las frutas tropicales
estudiadas. La Tabla 10 muestra los tiempos de retencion de los analitos en estas

condiciones, siendo el tiempo total de analisis 54 min.

Tabla 10. Tiempo de retencion e iones cuantificadores y cualificadores

seleccionados en la separacion de los analitos mediante GC-QQQMS.

Analito  RT2+ SDP (min) lon cuantificador lones cualificadores (m/z)
(m/z)

EB 3,04 + 0,04 71 88 - -
BA 3,2+0,2 56 41 73 -
Pin 6,44 + 0,03 93 91 92 -
Myr 8,73+ 0,04 93 41 69 -
HA 9,7+0,1 43 55 56 61
Limo 10,48 0,03 67 68 79 93
Eu 10,57 + 0,05 81 43 71 108
Ter 12,07 + 0,02 93 91 121 136
Lina 14,37 + 0,03 93 43 55 71
HB 20,09 £ 0,04 89 56 71 89

2 Tiempo de retencion de analitos.
b Desviacion estandar del tiempo de retencion (n = 30).

Pese a que se empled triple cuadrupolo como analizador masico, no pudo
trabajarse en la modalidad MS/MS ya que los iones m/z mayoritarios detectados en el
SCAN en GC-QMS para los analitos monitorizados presentaban iones cuantificadores

muy pequefios (con m/z entre 40-90). Asi, la fragmentacion de estos iones en otros iones
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mas pequefios para el método de MS/MS carece de utilidad debido a las propias

limitaciones del detector.

4.2. Optimizacién del método de HS-SPME

La eficacia de extraccion en HS-SPME estd influenciada por varios factores
procedimentales relacionados tanto con la etapa de extraccién como con la de desorcion.
En este estudio, los parametros relativos a la desorcion fueron fijados en base a los
conocimientos tedricos de la técnica (33). Asi, como temperatura de desorcion se fijo la
méaxima temperatura que cada fibra de SPME puede admitir sin observar degradacion del
recubrimiento, de forma que se facilite el paso de los analitos extraidos al inyector en el
menor tiempo posible. Estos valores vienen indicados por el fabricante de los
recubrimientos de SPME y se detallaron en la Seccion 3.4.1 del procedimiento
experimental. Por otro lado, como tiempo de desorcion se selecciond un tiempo
relativamente largo de 6 min para asegurar que todo el analito fuera liberado de las fibras.
Se monitorizo de forma aleatoria la ausencia de carry-over o efecto memoria en las fibras
realizando una desorcién adicional tras la desorcion principal, con resultados

satisfactorios.

En lo que respecta a la etapa de extraccion, se decidio fijar el volumen de muestra
a 5 mL, de forma que el espacio en cabeza fuera también 5 mL. Como velocidad de
agitacion, se seleccion6 500 rpm, que era la velocidad méxima que se podia aplicar sin
observar salpicaduras de muestra en el sistema que perjudicaran la integridad de las fibras
de SPME. El resto de los factores (tipo de fibra, el tiempo de extraccion, la temperatura
de extraccion y el porcentaje de NaCl en muestra) fueron estudiados. Para llevar a cabo

la optimizacién metodoldgica, se empleé GC-QMS en modo SIM.

4.2.1. Tipo de fibra de SPME

La seleccion dptima del mejor tipo de fibra comercial para este estudio se realizo
manteniendo constantes el resto de los parametros de la etapa de extraccion debido a que
el tipo de fibra es una variable de tipo categorica. Se compararon cuatro tipos de fibras
comerciales de SPME: PDMS, DVB-PDMS, CAR-PDMS, DVB/CAR-PDMS. Estas
fibras fueron seleccionadas de acuerdo con estudios previos (14,48,49) y en base a las
caracteristicas de los analitos. En esta etapa de optimizacion, se realizaron extracciones

con las siguientes condiciones: un estdndar acuoso de 5 mL con una concentracion de
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todos los analitos de 100 pg-L* y un contenido en NaCl del 10% (p/v), empleando 50 °C
y 30 min como condiciones de extraccion, junto con el resto de los pardmetros fijados e

indicados con anterioridad para la etapa de desorcion.

La Figura 4 muestra la eficacia de extraccion obtenida para cada fibra, expresada
como area de pico cromatogréafico del ion cuantificador. Con CAR-PDMS, se obtuvieron
las eficacias de extraccion méas bajas para todos los analitos. Por otro lado, los mejores
resultados se obtuvieron con las fibras DVB-PDMS y DVB/CAR-PDMS. La fibra DVB-
PDMS resulta la mas adecuada para la extraccion de los analitos mas hidrofobicos (Myr,
HA, Limo, Eu, Ter, Lina y HB). Por su parte, con DVB/CAR-PDMS se obtienen las
mayores eficacias de extraccion en el caso de los analitos mas polares, con areas de pico
que fueron 7, 3 y 4 veces mas grandes con esta fibra respecto la DVB-PDMS en el caso
de EB, BA y Pin, respectivamente. Ademas, se obtuvieron areas de pico similares con
estas dos fibras en el caso de Myr, Limo, Eu y Lina. Con el objetivo de favorecer la
extraccion de los analitos mas polares y volatiles, que son los frecuentemente detectados
en muestras de jugos de frutas tropicales, se selecciono la fibra DVB/CAR-PDMS como

la ptima. Cabe destacar que los analitos méas sensibles para la fibra seleccionada son Ter

y Limo.
0,08 - |
§
50 4 DVB/CAR-PDMS S 0,06 1 |1
m CAR-PDMS J 3
DVB-PDMS 20,04 1
40 {  m PDMS s
I o002 l | I
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EB BA Pin Myr HA Limo Eu Ter Lina HB

Area de pico-10-7

Figura 4. Eficacia de extraccion para cada fibra comercial
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4.2.2. Disefio experimental Doehlert

El resto de los parametros de extraccion fueron estudiados mediante un disefio
experimental de tipo Doehlert. Los disefios de Doehlert se denominan “disefios de capa
uniforme” debido a su distribucion regular de los puntos experimentales en la superficie
de las capas esféricas (55). Asimismo, el nimero de niveles en un disefio Doehlert no es
el mismo para todas las variables, propiedad que permite asignar un nimero mayor de
niveles a factores que tengan un efecto mas fuerte y obtener una mayor informacion del
sistema (56).

Cada disefio se define considerando el numero de variables y los valores
codificados (Ci) de la matriz experimental. La relacion entre valores codificados y reales
viene dada por la Ecuacion (1):

X, —Xx;° iy
C; = (A—Xl> ‘a Ecuaciéon (1)
donde Ci es el valor codificado para el nivel del factor i, Xi es su valor real en un
experimento, Xi?, es el valor real en el centro del disefio experimental, Xi es el paso de

variacion del valor real y a es el limite de valor codificado para cada factor.

El nimero de experimentos necesarios (N) viene dado por N =k? + k + Co, donde
k es el numero de variables y Co es el nimero de puntos centrales. En este caso, se
estudiaron tres variables: el tiempo de extraccion, la temperatura de extraccion y el
porcentaje de NaCl en el vial de extraccién, de forma que si se realiza tres veces el punto
central Co se concluyen 15 experimentos. Lo que se consigue con este estudio es disminuir
el tiempo y el nimero de experimentos en el paso de optimizacién, a la vez que se puede
observar posibles interacciones entre las variables. La Tabla 11 muestra los valores
codificados y niveles operativos del disefio Doehlert que se llevé a cabo. Las experiencias
se realizaron con los parametros fijados anteriormente comentados, y con la fibra de
SPME seleccionada, la DVB/CAR-PDMS.

En la Figura 5 se muestran los efectos de las variables estudiadas tras aplicar el
disefio experimental descrito. Los resultados indican que la mayoria de los analitos no
alcanzaron el equilibrio en el periodo estudiado (28-62 min) y empleando el resto de las
condiciones descritas. Sin embargo, conviene resaltar que tiempos de extraccion
inferiores al tiempo de equilibracion son aceptables siempre que las variables
experimentales se controlen durante el desarrollo de los experimentos, para asegurar una

adecuada reproducibilidad, y siempre que se consiga sensibilidad adecuada (33).
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Asimismo, la Figura 5, en donde también se incluyen las interacciones entre las variables,
indica que existe interaccion entre tiempo y temperatura de extraccion para la mayoria de
analitos, salvo para el caso de Eu y Ter. La interaccidn entre las variables de temperatura
de extraccion y contenido de NaCl solo influye en el caso Myr, Limo y Eu. Por altimo,
para el caso de la interaccion entre tiempo de extraccion y contenido en NaCl es relevante

para Pin, Myr, Limo Ter y HB.

Tabla 11. Valores codificados y operativos del disefio Doehlert.
Experiencia Tiempo de Temperatura Contenido en NaCl
extraccion (min) °C) (%, p/v)

Ca Xa Cs XB Cc Xc
1 0,00 45 0,00 50 0,00 12,5
2 1,00 62 0,00 50 0,00 12,5
3 0,50 54 0,87 67 0,00 12,5
4 0,50 54 0,29 56 0,82 25,0
5 -1,00 28 0,00 50 0,00 12,5
6 -0,50 36 -0,87 33 0,00 12,5
7 -0,50 36 -0,29 44 -0,82 0
8 0,50 54 -0,87 33 0,00 12,5
9 0,50 54 -0,29 44 -0,82 0
10 -0,50 36 0,87 67 0,00 12,5
11 0,00 45 0,58 62 -0,82 0
12 -0,50 36 0,29 55 0,82 25,0
13 0,00 45 -0,58 38 0,82 25,0
14 0,00 45 0,00 50 0,00 12,5
15 0,00 45 0,00 50 0,00 12,5

Nota: Ci son los valores codificados para cada nivel del factor i, mientras que Xi es su
valor real en un experimento de acuerdo a la Ecuacion (1).
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Se obtuvieron asimismo las superficies de respuesta de las variables estudiadas

para cada analito. La Figura 6 muestra las superficies de respuesta (tiempo de extraccion

x contenido de NaCl para valores fijos de temperatura) para 3 analitos representativos del

conjunto de compuestos estudiados.
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Figura 6.

Superficies de respuesta de Eu (similar al de Pin), HB (similar a las de

Myr, HA, Limo, y Ter) y Lina (similar a las de EB y BA) para una temperatura de

extraccion de 50 °C.
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Se utilizd la ecuacion de respuesta polinomial de segundo orden indicada en la
Ecuacion (2) para correlacionar la respuesta (R), entendida como area de pico de cada

analito, y las variables independientes.

R = constante + Altox] + B[Texe] + C[NaCl]l + AA[text)® + AB[toxe][Toxt]
+ AC[tg][NaCl] + BB[T,,.]* + BC[T,][NacCl]
+ CC[NacCl]? Ecuacioén (2)
donde A, B y C se corresponden con los coeficientes relacionados con las variables
tiempo de extraccion ([text]), temperatura de extraccioén ([Text]) y porcentaje de NaCl
(INaCl]), respectivamente. Las constantes y los coeficientes de Doehlert para cada analito

se muestran en la Tabla 12.

Los valores Optimos obtenidos para el tiempo de extraccion, temperatura de
extraccion y porcentaje de NaCl para mejorar la extraccion de cada analito mediante HS-
SPME se muestran en la Tabla 13. A la vista de estos resultados, se seleccionaron como
condiciones 6ptimas de compromiso (intentando contentar al mayor nimero de analitos):
60 min, 60 °C y 20 % (p/v) de NaCl. Se puede observar que el tiempo de extraccion de
compromiso seleccionado proporciona eficacias de extraccién adecuadas para todos los
analitos, excepto para BA. Ademas, valores cercanos al 20% (p/v) de NaCl son adecuados
para la mayoria de los analitos, excepto para Pin, Myr y Ter. Para ellos, las eficacias de
extraccion fueron mayores sin la adicién de sal. Con respecto a la temperatura de
extraccion, puede observarse que influye de forma diferente para los analitos, siendo ~30
min par BA, Pin y Ter, ~60 min para Lin y ~67 min para el resto de los analitos. En
cualquier caso, los resultados de compromiso no perjudican significativamente la eficacia
extractiva del método, tal y como se observa en los valores de area de pico de compromiso
en la Tabla 13, que s6lo son un 3,8-32 % inferior respecto a las areas de pico Gptimas,

dependiendo del analito.
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Tabla 12. Constante y coeficientes de la Ecuacion (2) del disefio experimental Doehlert obtenidos para cada analito.
Analito Constante (x107) Coeficientes?® (x10°)
A B C AA AB AC BB BC CcC
EB 1,01 -255 -211 170 0,962 4,14 -0,816 0,452 -1,68 0,621
BA 0,196 -66,2 -26,2 131 -0,190 1,90 -0,097 -0,426 -1,62 -0,248
Pin -2,58 773 536 -178 -4,20 -4,01 -0,605 -5,02 8,68 -8,33
Myr -1,17 487 -32,6 697 -5,19 7,09 -11,7 -2,79 1,99 -11,6
HA 2,90 -1340 113 1110 6,29 19,6 -8,93 -9,44 0,247 -20,7
Limo 3,36 -891 -167 -183 9,14 6,73 -6,86 -3,69 15,7 -12,3
Eu -2,70 434 852 23,2 -4,56 -2,63 13,2 -5,75 -5,98 -7,40
Ter 0,723 -130 427 -203 9,06 -8,73 1,57 -2,35 6,76 -13,0
Lina 0,246 -644 529 295 2,71 8,24 3,39 -8,26 -0,631 -3,85
HB 5,18 -1210 -439 -405 10,8 7,80 191 -0,251 11,3 -14,8

2 Siendo: A: tiempo de extraccion (°C), B:
interacciones entre las variables.

temperatura de extraccion (min) y C: % de NaCl (p/v). AA, AB, AC, BB, BC y CC indican
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Tabla 13. Valores éptimos de tiempo de extraccion, temperatura de extraccion y contenido de NaCl en el método HS-SPME para la extraccion

de los analitos seleccionados.

Analito Tiempo de extraccion Temperatura de % NaCl Area de pico 6ptima?  Area de pico de compromiso®
optimo (min) extraccion optima (°C)  dptimo (p/v) (x109) (cuentas) (x10°) (cuentas)

EB 62,3 67,3 24,2 3,75 3,01

BA 27,7 32,7 24,9 2,08 141

Pin 62,3 32,7 4,10 10,2 8,11

Myr 62,3 67,3 3,49 13,7 10,2

HA 62,3 67,3 13,7 20,4 18,6

Limo 62,3 67,3 14,9 17,8 17,1

Eu 62,3 46,8 25,0 11,4 9,61

Ter 62,2 32,7 4,36 28,1 20,0

Lina 62,3 55,3 25,0 14,7 13,4

HB 62,2 67,3 16,3 23,8 21,9

Condicior_les de 60 60 20 - -

compromiso

aAreas de pico calculadas a partir de la Ecuacion (2) para las condiciones 6ptimas de cada analito.
bAreas de pico calculadas a partir de la Ecuacion (2) para las condiciones de compromiso.
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4.3. Andlisis cualitativo de los jugos de frutas haciendo uso de HS-SPME-GC-
QQQMS

El analisis cualitativo de los analitos presentes en las muestras de jugos de pifia
MD, maracuya y mango, fue llevado a cabo usando el método optimizado de HS-SPME
en combinacion con GC-QQQMS en modo SCAN. Una vez registrado el cromatograma
de la muestra analizada, se extrajeron los espectros de masas en los maximos de los picos
cromatograficos observados y se procedid a la identificacion de los compuestos volatiles
y semi-volatiles mediante su comparacion con espectros de masas de la biblioteca
NIST/EPA/NIH.

La Tabla 14 muestra los resultados obtenidos, incluyendo tiempos de retencion,
factor de coincidencia directo (Match) e inverso (R Match) y la probabilidad o porcentaje
de similitud (P). Para la identificacion, se tuvieron en cuenta las indicaciones de la NIST,
que sefiala que un espectro de masas coincide con el de la biblioteca cuando su Match es
mayor a 600 (57). Con esta recomendacién, se identificaron 73 compuestos organicos
volatiles diferentes. Sin embargo, en este estudio se tomé como criterio adicional para la
identificacion espectros la presencia de un valor de P > 20% tras su comparacion con la
NIST. De esta forma, el listado se redujo a 55 compuestos identificados. Los compuestos
identificados BA, hexanoato de metilo, Myr, hexanoato de etilo, HA, Limo, 3-careno,
Ter, Lina y octanoato de etilo no se ajustaron a las reglas que se acaban de comentar. Sin
embargo, en estos casos, se aceptaron valores ligeramente inferiores de Match o de P
porque su identificacién qued6 confirmada por coincidencia de tiempos de retencién y
espectros en diferentes muestras, o bien por la inyeccion del correspondiente estandar en

el GC-QQQMS, lo que supuso una doble confirmacion.

Tal y como se observa en la Tabla 14, algunos de los compuestos fueron
detectados en varias de las muestras analizadas, obteniendo en estos casos tiempos de
retencion y espectros de masas similares. Varios ejemplos de compuestos detectados en
las tres muestras analizadas fueron el acetato de etilo, al que se le asocia el olor de la pifia
(19); EB, relacionado con el olor a manzana; el hexanoato de etilo, con el olor a la piel
de la manzana y al melocoton; y el octanoato de etilo, que da olor a fruta y a grasas. En
lo que respecta a los terpenos, se detecté Myr en todas las muestras y 3-careno en pifia y
mango. La Figura 7 muestra el cromatograma obtenido en el SCAN para la muestra de
pifia MD.
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Tabla 14. Compuestos organicos volatiles identificados en el andlisis cualitativo de
jugos. Nota: en gris se indica analitos identificados en varias muestras.
Analito RT2 Match R pd
(min) b Match® (%)
Pifia MD
1 Acetato de etilo 1,40 854 854 90,0
2 Ac. [(aminocarbonil)amino]-oxo-acético 1,70 675 907 37,4
3 Butanoato de metilo 2,00 712 747 45,2
4 iso-Butanoato de etilo 2,40 706 713 37,5
5 2-Metilbutanoato de metilo 2,60 890 894 84,5
6 EB 2,90 841 861 86,8
7 2-Metilbutanoato de etilo 3,80 781 915 92,5
8 Pentanoato de etilo 5,20 773 862 92,5
9 Hexanoato de metilo® 6,00 890 893 86,7
10 Myre 8,40 262 262 0,01
11 Hexanoato de etilo® 9,00 913 928 88,9
12 3-(Metiltio)propanoato de metilo 10,2 837 893 71,4
13 Limo® 10,4 430 430 0,2
14 3-Careno® 11,5 683 832 13,9
15 4-metoxi-2,5-dimetil-3(2H)-furanona 12,1 780 839 70,9
16 Diacetato de 2,3-butanodiol 12,9 638 819 52,9
17 3-(metiltio)propanoato de etilo 14,3 797 887 92,1
18 4-Octenoato de metilo 15,2 810 868 64,2
19 Octanoato de metilo 15,8 874 904 87,5
20 Propanoato de acetilaminodietilo 17,6 598 672 27,3
21 4-Octeneato de etilo 19,8 800 804 32,0
22 Octanoato de etilo® 20,4 899 932 89,9
23 5-hexildihidro-2(3H)-furanona 24,0 583 815 21,1
24 Hexanoato de 3-hidroxietilo 25,4 689 712 57,3
25 Hexanoato de 5-(acetiloxi)etilo 28,4 695 846 59,0
26 Decanoato de etilo 32,9 861 901 80,1
27 Ftalato de etilpentadecilo 43,9 677 687 31,9
28 1,6-metil-4-(1-metiletil)naftaleno 45,5 792 672 52,1
29 5-(hexadeciloxi)-3-pentadecil-trans-1,3- 46,9 678 678 31,5

dioxano

37



Resultados

Tabla 14. (continuacion).
Analito RT2(min) Match® R Match® P9 (%)
Maracuya

1 Etanol 1,10 864 861 27,8
2  Acetato de etilo 1,50 880 893 91,7
3 Tolueno 2,60 833 872 94,7
4 EB 3,00 889 893 28,0
5 BAE® 3,21 487 487 0,01
6 Myre 8,60 581 849 91,5
7 Hexanoato de etilo® 9,10 931 936 48,1
8 HA® 9,70 653 806 13,3
9 Limo® 10,4 410 410 0,1
10 Ter® 12,4 628 628 0,1
11 Lina® 14,3 727 793 14,3
12 4-Terpinenol 18,7 669 864 51,9
13 Etil-3-(metiltio)-(E)-2-propenoato 19,2 650 836 27,8
14 Terpinenol 19,6 800 873 71,0
15 HB 20,0 802 869 85,7
16 Octanoato de etilo® 20,2 845 874 1,55
17 Acido hexanoico 26,5 668 785 63,9
18 Hexanoato de 3-hexenilo 31,8 856 912 85,0
19 3-Elemeno 32,7 682 721 38,9
20 6,10-Dimetilo-5,9-undecadien-2-ona 36,1 869 881 49,8
21 2-Propenoato de 3-feniletilo 36,7 765 910 49,5
22 Octanoato de hexilo 43,6 765 855 24,8
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Tabla 14. (continuacion).
Analito RT2(min) Match® R Match¢ P9 (%)
Mango

1 Acetato de etilo 1,50 707 707 38,7
2 EB 3,00 907 918 95,9
3 BA® 3,22 450 450 0,01
4 Acetato de iso-butilo 4,40 671 738 63,6
5 Hexanoato de metilo® 6,00 583 839 35,3
6 Myr® 8,75 567 567 0,69
7 Hexanoato de etilo® 9,10 916 927 85,5
8 HA® 9,70 582 810 16,2
9 Limo® 11,5 433 433 0,3
10 3-Carenc® 11,5 812 877 23,4
11 Ter® 12,4 631 631 0,1
12 Benzoato de metilo 14,0 811 918 74,4
13 (E)-4,8-dimetilnona-1,3,7-trieno 15,3 751 865 53,5
14 Butanoato de 3-hexenilo 19,6 787 902 28,4
15 HB 20,0 827 889 72,4
16 Octanoato de etilo® 20,3 780 857 66,2
17 Acetato de octilo 21,2 829 861 38,1
18 Butanoato de 1-metilhexilo 21,4 829 850 62,2
19 Propanoato de 2-metilo 26,4 880 909 42,0
20 Hexanoato de 3-hexenilo 31,9 903 916 63,6
21 Hexanoato de metilo 32,4 899 910 83,7
22 2-Hexenoato de butilo 35,3 804 879 72,9
23 6,10-Dimetilo-5,9-undecadien-2-ona 36,1 857 871 34,9
24 Hexanoato de n-heptilo 38,1 794 848 59,0
25 Octanoato de hexilo 43,6 778 787 39,0
26 Octanoato de octilo 46,8 713 831 24,2

2 Tiempo de retencion en GC-MS.

b Match Factor o factor de coincidencia directo (0-1000), que compara la similitud del

espectro de masas obtenido en GC-MS y el registrado en la NIST.

¢ Reverse Match Factor o factor de coincidencia inverso, que se emplea para discernir
cuando dos analitos coeluyen en el cromatograma.
d Probabilidad, parametro que se calcula en base a la lista de coincidencias de la NIST
con respecto al espectro de masas obtenido en GC-MS y que también indica similitud.

¢ Para estos analitos, se aplican excepciones al criterio de Match >600 o P>20% por las
razones indicadas en el texto.
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Figura 7. Cromatograma representativo de la muestra de pifia MD en las condiciones Optimas. La enumeracion se corresponde con la indicada

en la Tabla 14 para la pifia MD. Los picos sin etiqueta no fueron identificados.
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Asimismo, en la Tabla 14 se observa que la mayoria de analitos detectados fueron
ésteres (un 62% de los casos, conteniendo entre 4 y 16 atomos de carbono) y terpenos (un
13,5%). Estudios previos también identificaron elevados porcentajes de ésteres y terpenos
en la fraccion volatil de frutas tropicales. Por ejemplo, Porto-Figueira, P. et al.
identificaron 88 ésteres y 21 terpenos de un total de 169 VOCs en maracuya (14).
Ademas, se detectaron aldehidos y compuestos cetonicos, alcoholes y &cidos, entre otros.
La mayoria de los compuestos fueron detectados en pifia MD (29 compuestos frente a los

26 y 22 compuestos identificados en mango y maracuya, respectivamente).

Conviene mencionar que los ésteres y terpenos seleccionados para el posterior
analisis cuantitativo de jugos han sido detectados previamente por otros autores (ver
Tabla 3). En este estudio cualitativo, también se identificaron la mayoria de analitos en
maracuya y mango, a excepcién de Eu en ambos casos y Lina en mango. En pifia MD,

fueron identificados EB, Myr y Limo.

4.4. Analisis cuantitativo de los jugos de frutas haciendo uso de HS-SPME-GC-
QQQMS

Una vez realizado el andlisis cualitativo de las muestras y con el objetivo de poder
cuantificar las muestras de jugo, se establece el método de HS-SPME-GC-QQQMS
(modo SIM) para la determinacion cuantitativa del conjunto de 10 analitos seleccionados,
teniendo en cuenta las dificultades que tales determinaciones conllevan cuando se trata

de volatiles y semi-volatiles en alimentos.

4.4.1. Estudio del efecto de las matrices de jugos con respecto a los estandares acuosos

Con objeto de poner a punto, optimizar y validar un método cuantitativo de
analisis, y considerando la complejidad de las muestras a estudiar, primero se procedi6 a
evaluar el efecto matriz. Este parametro esta intimamente relacionado con las
interferencias de la matriz que, de alguna forma, aumentan o disminuyen la sefal
instrumental que, en teoria, es producida s6lo por el analito de interés, efecto
particularmente significativo cuando se utiliza MS como sistema de deteccién. En el caso
del analisis de frutas tropicales y sus jugos, existen factores como la viscosidad de la
muestra, su fuerza i6nica o la presencia de pulpa, entre otros, pueden alterar la
transferencia de masa de analito desde la muestra al espacio en cabeza del vial, paso que

se considera como limitante en los procedimientos de HS-SPME (33). Del mismo modo,
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muchas de las especies volatiles y semi-volatiles de la muestra actian como interferentes
ya que co-eluyen con los analitos de interés y tienen iones comunes que asimismo pueden

causar el denominado efecto matriz.

La puesta a punto y optimizacion del méetodo cuantitativo de HS-SPME con GC-
QQQMS se realizé empleando estandares acuosos de los analitos. Por lo tanto, en primer
lugar, se estudié el efecto de la matriz de jugos de frutas tropicales respecto a las
disoluciones acuosas (EMagua), conforme a la siguiente expresion:

Ajgo — Ap )

EMagua(%) = A 100
1

100 Ecuacién (3)

siendo Auoo el &rea de pico cromatografico de cada analito obtenido tras aplicar el método
optimizado de HS-SPME-GC-QQQMS a 5 mL de las muestras de jugos de fruta (ver
Tabla 5) previamente fortificada con los analitos a una concentracion de 100 pg-Lt; Ao,
el area de pico obtenida tras aplicar el método a las muestras de jugos; y AAuoo, €l area
de pico tras aplicar el método a un estandar acuoso conteniendo los analitos a una

concentracion de 100 pg-L2. La Tabla 15 muestra los resultados obtenidos.

Tabla 15. Efecto matriz observado cuando se analizan muestras de jugos de frutas

tropicales con respecto a estandares acuosos.

Analito Efecto matriz (%)
Pifia RE Pifia MD Maracuya Mango

EB 21,0 18,1 491 106
BA 19,4 14,0 18,5 14,0
Pin 30,8 25,2 6,04 25,0
Myr 32,0 29,1 7,93 15,3
HA 39,2 26,3 14,9 13,6
Limo 92,7 90,8 28,2 42,0
Eu 14,4 10,2 5,81 14,0
Ter 36,7 31,2 7,85 9,98
Lina 29,0 21,7 0,289 6,11
HB 26,2 17,8 5,73 2,68
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Los valores de EMagua OScilaron entre 14,4-92,4% para la muestra de pifia RE,
10,2-90,8% para la pifia MD, 0,289-491% para el maracuyay 6,11-106% para el mango.
Los valores mas pequefios se alcanzaron para Eu en el caso de las muestras de pifia y para
Lina en el caso del maracuya y el mango. Por lo tanto, se concluye que existe un efecto
matriz significativo cuando se trabaja con muestras de jugos de frutas. Esto implica que
no se puede emplear la calibracion externa con estandares acuosos para cuantificar las

muestras de jugos.

Durante la realizacion de los experimentos anteriores, se observé asimismo que la
mayoria de analitos estudiados no fueron detectados en la muestra de pifia RE, con la
excepcion de Myr, Lina'y HB. Por ello, se estudio la posibilidad de emplear la pifia RE
para desarrollar un calibrado externo en la matriz con el que cuantificar el resto de analitos
detectados en las restantes muestras de jugos. En este caso, se estudid el efecto matriz de
las muestras de jugos respecto de la muestra de pifila RE (EMypirare), de acuerdo con la
siguiente expresion:

AlOO B Ab

EM, .~ 05) = .
piiiaRE (A)) (AP100 _ APb)

100 Ecuacién (4)

siendo Auoo, area de pico cromatografico de cada analito obtenido tras aplicar el método
optimizado a las muestras de jugos fortificadas con los analitos a una concentracion de
100 pg-L%; Ab, el area de pico obtenido tras aplicar el método a las muestras de jugos;
AP100, el &rea de pico tras aplicar el método a la pifia RE fortificada con los analitos a una
concentracion de 100 pg-L* y APy, el area de pico obtenida directamente con la muestra
de pifia RE.

La Tabla 16 incluye los resultados obtenidos, excluyendo los resultados de Myr,
Lina y HB, ya que estos analitos habian sido detectados en la pifia RE. Los resultados
obtenidos indicaron la presencia de efecto matriz en las muestras de maracuya y mango,
con la excepcion de BA en el caso del maracuya, y de Ba, Pin y Eu cuando se analizé el
mango. Sin embargo, se obtuvieron valores satisfactorios para todos los analitos en el
caso de la pifia MD, probablemente dada a la mayor similitud de estos dos tipos de

muestras.
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Tabla 16. Efecto matriz observado cuando se analizan muestras de frutas tropicales

con respecto la muestra de pifia RE.

Analitos Efecto matriz (%)
Pifia MD Maracuya Mango

EB 86,2 2338 504
BA 72,3 95,6 72,1
Pin 81,7 19,6 81,1
HA 67,0 38,1 34,6
Limo 98,0 30,5 45,3
Eu 70,7 40,4 97,6
Ter 85,1 21,4 27,2

4.4.2. Validacion del método cuantitativo con pifia RE

En base a los resultados obtenidos en la seccion anterior, se selecciond la muestra
de pifa RE para la construccion de curvas de calibrado, recurriendo a dos tipos de
calibracion: (a) el método de adiciones estandar (AE), para determinar los analitos
presentes en la muestra de pifia RE (Myr, Lina y HB) y (b) un método de calibracion

externa en la matriz (CM), para el resto de analitos seleccionados.

En la Tabla 17 se muestran algunos de los parametros de calidad analiticos
obtenidos. Se obtuvieron amplios intervalos de linealidad, entre 10-150 pg-L* para la
mayoria de los analitos (siendo el limite inferior 15 pg-Lpara EB y BA), y ademas se
alcanzaron coeficientes de correlacion (R) superiores a 0,9603. La sensibilidad analitica,
expresada como pendiente de calibracion, vario entre 2,8 £ 0,1 para BA 'y 121 + 4 para
HB.

Los limites de deteccion (LODs) y los limites de cuantificacion (LOQs) se
calcularon como 3y 10 veces la relacién sefial-ruido, respectivamente. Para la estimacion
de la relacién sefial-ruido, se recurrié al software del GC-QQQMS. Se obtuvieron LODs
comprendidos entre 0,45 pg-L* para el Pin y de 5,49 pg-L* para el EB. En el caso de los
LOQs, los valores estuvieron comprendidos entre 1,51 pg-L' y 18,3 pg'Lt Es
importante resaltar la alta sensibilidad del método desarrollado a pesar de la complejidad
de las muestras analizadas, y los bajos valores de m/z para los iones de los analitos

seleccionados.
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Tabla 17. Pardmetros de calidad relativos al calibrado en la matriz (CM) de pifia RE. Nota: para el caso de Myr, Linay HB, detectados en la muestra

de pifia RE, los resultados se refieren al método de adiciones estandar (AE).

Analito  Intervalo trabajo (ug-L?)  (Pendiente = SD)-10*  (Syx®)-10® RP m¢ nd LOD® LOQ' Tipo de calibrado
EB 15-150 22,7+0,5 0,59 0,999 7 7 5,49 18,3 CM
BA 15-150 2,8+0,1 1,6 0,994 7 7 4,38 14,6 CM
Pin 10-150 23%3 38 0,960 7 8 0,45 151 CM
Myr 10-150 48 £ 4 9,6-10°6 0,983 7 8 1,23 4,10 AE
HA 10-150 311 12 0,997 7 8 1,53 5,11 CM
Limo 10-150 50+3 42 0,988 7 7 3,39 11,3 CM
Eu 10-150 25,1+0,7 8,4 0,998 7 8 0,86 2,86 CM
Ter 10-150 63 %3 39 0,993 7 8 0,62 2,07 CM
Lina 10-150 315+0,8 12 0,997 8 10 1,50 5,00 AE
HB 10-150 121 +4 51 0,997 7 8 1,41 4,70 AE

2 Desviacion estandar de los residuales del calibrado.

b Coeficiente de correlacion.

¢ Niveles de concentracion.

4 Niveles del calibrado.

¢ Limite de deteccidn, calculado como 3 veces la relacion sefial/ruido.

f Limite de cuantificacion, calculado como 10 veces la relacion sefial/ruido.
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Para comprobar la veracidad de los resultados anteriores de EMyirare y validar el
método, se realizd un estudio de reproducibilidad y recuperacion relativa (RR) a un nivel
de fortificacion de 100 ug-L*. Los resultados del estudio de reproducibilidad se muestran
en la Tabla 18. Para su comparacion, se recogen también los resultados obtenidos tras
aplicar el método a estandares acuosos con el mismo nivel de concentracion, en cuyo caso

se obtienen valores de RSD comprendidos entre 1,24 y 16,5%.

Para el resto de los jugos de frutas tropicales, en general, se obtienen valores de
RSD superiores debido a la mayor complejidad de estas muestras, con valores de entre
1,12-20,6% para pifia RE, 2,78-16,0% para pifia MD, 0,910-26,4% para maracuya y
4,56-20,8% para mango. Los valores mas altos se obtuvieron para el maracuya en el caso
de Lina. De cualquier forma, conviene resaltar que, en el caso de muestras complejas,
valores de RSD inferiores al 30% se consideran aceptables, en particular con la
metodologia de HS-SPME (58,59).

Tabla 18. Reproducibilidad, expresada como desviacion estandar relativa (RSD),
obtenida en el analisis de frutas tropicales fortificadas (o estandares acuosos) mediante el
método optimizado HS-SPME-GC-QQQMS.
Analito  RSD?2 (%)
Estandar aq. Pifia RE Pifia MD Maracuya Mango

EB 8,50 20,6 9,42 3,66 10,3
BA 9,16 16,5 19,3 17,7 5,81
Pin 16,5 2,61 19,4 2,08 4,60
Myr 8,73 19,6 9,84 7,51 4,56
HA 4,08 20,5 4,40 15,8 13,0
Limo 6,83 1,12 13,2 0,910 11,9
Eu 10,7 17,4 2,78 23,8 10,6
Ter 6,51 15,6 16,0 16,8 20,8
Lina 1,24 12,3 9,56 26,4 8,27
HB 3,85 11,8 6,23 19,8 7,59

an = 3 (nivel de concentracion de los analitos: 100 pg-L™)
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Para calcular las recuperaciones relativas (RR), se utilizd la siguiente expresion:
Ci00 — Cp
RR(%) = ———-100 Ecuacion (5
siendo Caoo la concentracion obtenida tras aplicar el método optimizado a las muestras de
jugo fortificadas con los analitos a un nivel de concentracion de 100 pg-L* y Cop la
concentracion obtenida al analizar cada muestra. Para el cdlculo de estas concentraciones,

se empleo los CM en pifia RE.

Los resultados obtenidos se recogen en la Tabla 19. Se obtuvieron RRs aceptables
en el caso de las muestras de pifia, con valores que oscilaron entre 108-121% Yy entre
78,0-116% para pifia RE y pifia MD, respectivamente. Ademas, se obtuvieron valores
aceptables de RR para BA en el caso del maracuya y para BA, Piny Eu en el caso de la
muestra de mango. Conviene mencionar que estos valores estan en concordancia con los
resultados obtenidos en la Tabla 16. De esta forma, se puede dar por aceptable el método

de CM desarrollado en el caso de los analitos/muestras sefialados.

Tabla 19. Recuperaciones relativas obtenidas cuando se analizan diversas frutas

tropicales usando el calibrado en la matriz de pifia RE.

Analito Recuperacion relativa (%)
Pifla RE Pifia MD Maracuya Mango

EB 117 101 2727 588
BA 108 78,0 103 77,8
Pin 121 98,5 23,6 97,8
HA 119 80,0 45,4 41,3
Limo 118 116 35,9 53,5
Eu 113 79,5 45,5 110
Ter 121 113 28,5 36,2

Nota: los analitos Myr, Lina y HB fueron excluidos porque fueron detectados en la
muestra de Pifia RE.
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4.4.3. Andlisis cuantitativo de los jugos de frutas

Una vez optimizada y validada la metodologia, se llevo a cabo el andlisis de las
muestras en los casos en que se obtuvieron RR favorables (indicados en la seccién
anterior). La Tabla 20 incluye los resultados obtenidos. Los analitos detectados en la
muestra de pifia RE fueron analizados mediante AE. Sin embargo, en los tres casos se
obtuvieron valores inferiores al LOQ. Ademas, se observaron intervalos de confianza
relativamente elevados en los casos de Linay HB, probablemente por estar por debajo de
estos valores de LOQ. El EB fue detectado en la muestra de pifia MD a concentraciones
superiores al limite de linealidad (LOL), por lo que en estudios posteriores se procedera
a diluir la muestra para proceder a su cuantificacion. Finalmente, BA y Pin fueron
correctamente cuantificados en las muestras de maracuya y/o mango, con valores que
oscilaron entre los 24 y 94 ug-L. Tal y como se muestra en la Tabla 20, estos analitos
han sido previamente detectados en muestras de frutas tropicales. Por otra parte, otros
compuestos volatiles, incluyendo Limo, se cuantificaron en muestras de mango, con
concentraciones también en el nivel de los pg-L* aunque con valores ligeramente

superiores (52).
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Tabla 20. Anadlisis de muestras con el método de HS-SPME-GC-QQQMS.

Analitos  Concentracion en las muestras analizadas #SD? (ug-L?) Estudios previos que identifican los analitos
Pifia RE Pifia MD Maracuya Mango Pifa Maracuya Mango

EB ndP 1899 + 25 > LOL ncd nc (48,49) (14,50,51) -

BA nd nd 43 +10 94 +13 (48,49) (14,51) -

Pin nd nd nc 24+1 (48) (51) (47,53)

Myr 3,05+ 0,05°~ LOQ nc nc nc (48) - (47,53,54)

HA nd nd nc nc (49) (14,51) -

Eu nd nd nd nd - - (54)

Limo nd 10+1<LOQ nc nc (48,49) (50,51) (47,53,54)

Ter nd nd nc nc - (50,51) (47,53,54)

Lina 1,33 +72544°¢ < LOQ nd nc nd - (51) (54)

HB 0,190 £ 4°< LOQ nd nc nc - (14,50,51) (53)

@ Desviacion estandar.

b Analito no detectado en la muestra.
¢ Concentracidn calculada por adiciones estandar para la muestra de pifia RE.
d Detectado pero no cuantificable por las razones indicadas en el texto.
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5. Conclusiones

En este Trabajo de Fin de Master, se ha propuesto una metodologia analitica de

HS-SPME-GC-QQQMS para el anélisis cualitativo y cuantitativo de VOCs en muestras

de jugos de tres frutas tropicales de distinta naturaleza (pifia, maracuya y mango). Las

conclusiones que se derivan de este trabajo de investigacion son las siguientes:

Se ha conseguido la separacién analitica de 10 analitos volatiles en GC-QMS y
GC-QQQMS en un tiempo de 59 y 54 min, respectivamente. En ambos casos, se
consiguieron separaciones con resolucion mayor a 1,5 y la correcta identificacion
de los analitos empleando tanto el modo SCAN como SIM.

En lo que respecta al método de HS-SPME, la fibra comercial DVB/CAR-PDMS
resulté la méas adecuada para extraer los analitos estudiados y, especialmente, los
mas polares y volatiles. Para esta fibra, usando 60 °C, 60 min y 20 % (p/v) de
NaCl como condiciones extraccion, se consiguen eficacias de extraccion dptimas
de acuerdo con el disefio experimental realizado.

En el anélisis cualitativo de los jugos de frutas tropicales seleccionados, se
identificaron 55 VOCs diferentes, de los cuales un 62% se corresponde con ésteres
y un 13,5% con terpenos, ademas de aldehidos y compuestos cetonicos, alcoholes
y acidos. Entre ellos, se encontraron los analitos seleccionados para el posterior
estudio cuantitativo. La mayoria de los compuestos fueron detectados en pifia MD
(29 compuestos frente a los 26 y 22 compuestos en mango y maracuya,
respectivamente). Algunos compuestos fueron detectados en varias de las
muestras analizadas, asegurando tal identificacién tanto con el tiempo de
deteccion como con la observacion de espectros de masas similares.

Los estudios realizados de efecto matriz respecto de estandares acuosos indicaron
que no se puede emplear la calibracién externa en medio acuoso para la
determinacion de los analitos seleccionados en estas muestras de jugos de frutas
tropicales. Sin embargo, no se observa efecto matriz con respecto a la pifia RE si
se determina BA en el caso del maracuya, Ba, Pin y Eu en mango, y 7 de los 10
analitos estudiados en el caso de la pifia MD (con las excepciones de Myr, Linay
HB, que fueron los Unicos analitos detectados en pifia RE).

Se valido de forma satisfactoria el método cuantitativo de HS-SPME-GC-
QQQMS (en modo SIM) para la determinacion de los analitos seleccionados
empleando la muestra de pifia RE como matriz y recurriendo a dos tipos de

calibracion: (a) el método de adiciones estandar (AE) para los casos de Myr, Lina
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y HB y (b) el método de calibracion externa en la matriz (CM) para el resto de
analitos. Con esta metodologia se obtuvieron amplios intervalos de linealidad y R
superiores a 0,960 (los cuales son altamente adecuados cuando se determinan
volatiles por HS-SPME). Ademaés, se alcanzaron bajos LODs, comprendidos entre
0,62y 5,49 ng-LL.

— Se obtuvieron valores de RSD comprendidos entre 1,12 y 20,6% para la pifia RE,
2,78-16,0% para pifa MD, 0,91-26,4% para maracuyd y 4,56-20,8% para
mango, y RRs que oscilaron entre 108-121 % y entre 78,0-116% para pifia RE y
pifia MD, respectivamente, lo que sefiala que la metodologia es satisfactoria.
Ademas, se obtuvieron valores aceptables de RR para BA en el caso del maracuya,
Ba, Pin y Eu en mango, valores que reafirmaron la validez del método propuesto
en los casos mencionados.

— En lo que respecta al analisis cuantitativo, BA y Pin fueron correctamente
cuantificados en las muestras de maracuya y/o mango, con concentraciones que
oscilaron entre 24 y 94 pg-L1.

En base a estas conclusiones, se han planteado expectativas de trabajo futuro en
lo que respecta al analisis de jugos de frutas tropicales mediante HS-SPME-GC-MS:

— Proceder a la dilucion de la muestra de pifia MD para la determinacién de EB.

— Proponer métodos de calibracién alternativos para suprimir el efecto matriz de los
jugos de frutas tropicales, tales como:

o Calibracién con estandar interno en pifia RE.

o Calibracién empleando jugos de fruta diluidos en medios acuosos o jugos
de fruta sin pulpa.

o Calibracién empleando matrices de otros alimentos.

o Recurrir al método de calibracién por adiciones estandar.

— Proponer alternativas para mejorar la sensibilidad del método, tales como:

o Desarrollo y empleo de fibras de SPME mas sensibles para analitos
volatiles (por ejemplo, basadas en novedosos materiales como polimeros
de liquidos iénicos o redes metal-organicas).

o Empleo de modalidades de extraccion diferente (por ejemplo, el método
de HS-SPME en condiciones de presion reducida).

— Proceder al analisis de un mayor nimero de muestras y su andlisis mediante

estudios quimiométricos, pudiendo discriminar entre variedades de frutas o
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ayudando al agricultor en lo que respecta a técnicas de cultivo en base al perfil

volétil de las frutas.
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6. Abreviaturas

CAR-PDMS
CE
DI-SBSE

DI-SPME

DVB/CAR-PDMS
DVB-PDMS

El

FAO

FID

GC
HILIC
HS
HS-SBSE

HS-SPME

LC
LOD
LOL
LOQ
MS

PA
PDMS

QQQ
SBSE

SCAN

Carboxen-Polidimetilsiloxano

Electroforesis capilar

Extraccidn asistida con barra agitadora sorbente en modalidad
de inmersidn directa

Microextraccion en fase sélida en modalidad de inmersién
directa

Divinilbenzeno/Carboxen-Polidimetilsiloxano
Divinilbenzeno-Polidimetilsiloxano

Impacto electrénico

Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la
Agricultura

Deteccidn de ionizacion en llama

Cromatografia de gases

Cromatografia liquida de interaccién hidrofilica

Espacio en cabeza

Extraccidn asistida con barra agitadora sorbente en modalidad
de espacio en cabeza

Microextraccion en fase sélida en modalidad de espacio en
cabeza

Cromatografia liquida

Limite de deteccion

Limite de linealidad

Limite de cuantificacion

Espectrometria de masas

Deteccion por olfactometria

Poliacrilato

Polidimetilsiloxano

Analizador masico cuadrupolar simple

Analizador masico cuadrupolar triple

Extraccion asistida con barritas agitadoras sorbentes

Barrido de un intervalo de masas en el analizador méasico
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SIM
SPE
SPME
TFM
VOCs

Monitorizacidn selectiva de iones en el analizador masico
Extraccion en fase sélida

Microextraccion en fase solida

Trabajo Fin de Méster

Compuestos organicos volatiles

Abreviaturas
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