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RESUMEN

Se abordan las mediciones in vitro con sistemas bucales
modelo, el analisis global y rapido del flavor con el uso de
"narices electrénicas”, asi como las metodologias seguidas
para la determinacion de la contribucién sensorial de los
compuestos volatiles en frutas. La potencia de los odorantes
en extractos de frutas puede ser determinada por la GC-O en
conjunto con la determinacidn del valor de actividad de olor.
A pesar del desarrollo en el equipamiento instrumental, las
técnicas sensoriales y el procesamiento de los datos, asi
como el andlisis cualitativo y cuantitativo del flavor conti-
nuan siendo un desafio.
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ABSTRACT

Advances in isolation techniques for fruit volatiles and
evaluation of their sensory contribution. Part 11

The measures in vitro with model buccal systems, the global
and rapid flavor analysis with the aid of "electronic noises",
as well as the methodologies for determination of the sensory
contribution of the volatiles in fruits are discussed. The
strength of odorants in fruit extracts can be determined by
the GC-O together with the determination of the odor activity
value. In spite of the development in the instrumental
equipment, the sensory techniques and data processing, as
well as the qualitative and quantitative analyses of the flavor
continues being a challenge.

Key words: volatile compounds, fruits, sensory contribution.

INTRODUCCION

La caracterizacion y medicion del aroma implica el
analisis de los compuestos voléatiles odoriferos que son
detectados en el epitelio olfatorio de la nariz ya sea por
las rutas ortonasal (olor) o retronasal (aroma) cuando
es ingerido un alimento. El analisis sensorial es el me-
dio méas valido para describir las caracteristicas del
flavor (sensacion conjunta del aroma y sabor). Apli-
cado al flavor de las frutas, la evaluacion sensorial es
una herramienta descriptiva poderosa.

En la primera parte de este revisién (1) se abordaron
los aspectos relacionados con el avance de los méto-
dos instrumentales en el anélisis del flavor de los ali-
mentos y en esta Gltima parte se abordaran aquellos
aspectos relacionados con las mediciones in vitro con
sistemas bicales modelo, el analisis global y rapido del
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flavor con el uso de "narices electrénicas", asi como las
metodologias seguidas para la determinacion de la con-
tribucion sensorial de los compuestos volatiles en frutas.

Mediciones in vitro: Sistemas bucales modelo

Se han desarrollado dispositivos mecéanicos que ayu-
dan a mimetizar el proceso que ocurre en la boca al
comer (2). Estos son las "bocas modelo"” o sistemas
bucales modelo, que cominmente son variantes del
andlisis del espacio de cabeza dindmico, pero su fun-
cion es obtener datos temporales similares a los obte-
nidos durante los estudios in vivo. Los diferentes
pardmetros, como temperatura, flujo de aire, velocidad
de masticacion y adicion de saliva artificial pueden ser
variados para estudiar su efecto en la liberacion de los
volatiles (3-5). Las ventajas principales son que pue-
den manipularse grandes cantidades del producto, lo
que supera los problemas de sensibilidad encontrados
al monitorear concentraciones muy bajas de los com-
puestos (6) y la supresion de las variaciones inter-indi-
viduos, encontradas siempre in vivo, que pueden afec-
tar la interpretacion de los resultados. La liberacion de
los compuestos volatiles del simulador de aroma
retronasal (RAS) (7), ha sido comparado con la libera-
cion del flavor in vivo mediante el uso de deteccion
APCI-MS en ambos casos (8). La entrega de altas
concentraciones de volatiles que las presentes en el
aliento humano, hacen que el RAS logre una buena
aproximacion de la liberacion del flavor en el tiempo
en la boca. El dispositivo de sistema bucal modelo de-
sarrollado para estudiar la rehidratacion del pimiento
(9), asi como frijoles y ajo puerro (3) ha sido usado
para investigar cambios en la composicion del flavor
en tiempo real durante la masticacion de platanos ma-
duros y verdes (10) o fresa (11). En un estudio recien-
te, este sistema bucal modelo se ha comparado con el
RAS en términos de los efectos de las caracteristicas
fisiologicas orales en la liberacion del aroma como una
funcion de las propiedades fisico-quimicas de
emulsiones modelo (12). Ambos fueron capaces para
el estudio de los parametros orales en la liberacion del
aroma (12) con limites de confirmacion de la dimen-
sion temporal de la liberacion (12, 13). Datos de tiem-
po real, comparables a los obtenidos in vivo, han sido
obtenidos también con un aparato computarizado que
sigue la dimension temporal de la liberacion del flavor
en alimentos liquidos (5). Mas recientemente, la libe-
racion de volatiles de manzana ha sido relacionada a la

masticacion mediante un sistema bucal modelo disefa-
do especialmente (14). Un nuevo simulador de
masticacion que mejora la mimetizacion de la boca
humana también ha sido descrito recientemente (15).

La liberacion del flavor y su percepcién son procesos
dindmicos y deben ser estudiados mediante métodos
dindmicos (2). Se han desarrollado técnicas dinamicas
para estudiar los parametros de la liberacion del flavor
en los alimentos. Sin embargo, se requiere de més tra-
bajos para comprender las interacciones a diferentes
niveles que tiene lugar en el proceso del consumo de
un alimento, como: las interacciones entre los ingre-
dientes (16), las interacciones a niveles perceptuales
tales como las interacciones aroma-sabor (17, 18) e
interferencias trigeminales (18, 19), pues ellas son muy
importantes en la percepcion global del flavor.

Anadlisis global y rapido del flavor

Los métodos comUnmente usados para evaluar y con-
trolar la calidad del flavor de las frutas son ain esen-
cialmente basados en la evaluacion sensorial por comi-
siones de expertos. Estas comisiones entrenadas son
capaces de manipular tareas dificiles como monitoreo
de la calidad a través del analisis descriptivo, deteccién
de olores ajenos al producto (off-flavors) y la compa-
racion de muestras con fines de clasificacion. Resulta
de interés para tales fines, la sustitucion de personas
por instrumentos que aporten respuestas rapidas con
costos mas bajos.

"Nariz electrénica"

Laevaluacion de la liberacion del aroma de los alimen-
tos mediante el uso de sensores de gases, conocidos
como "narices electronicas" (e-noses) es tedricamente
factible (20-22). Las "narices electronicas" estan com-
puestas generalmente por un arreglo de sensores de
gases no especificos, basados en diferentes principios
fisicos (20-22).

Los sensores mas comunes son Oxidos de metales
semiconductores y polimeros organicos conductores,
los que dan respuestas no especificas a patrones parti-
culares. Por tal razon, es necesario el empleo de pro-
gramas de reconocimiento de patrones, ya sea mediante
analisis multivariante o redes neuronales artificiales,
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para el tratamiento de los datos y presentacion final de
los resultados (20, 22). La "nariz electronica" es parti-
cularmente atractiva para el control de calidad donde
se espera una respuesta de conformidad o no confor-
midad (21). Se han realizado estudios discriminativos
en muchos tipos de alimentos con resultados alentado-
res (20), por ejemplo, en jugos de frutas (23, 24). Si
embargo, se han presentado algunos problemas con la
repetibilidad del sistema que pueden estar relaciona-
dos con el producto evaluado en cuestion, como la téc-
nica de muestreo o el contenido de humedad del aire
usado en el muestreo, que limitan su uso en ensayos de
rutina (20). La tecnologia de semiconductores de Oxi-
dos metalicos, a pesar de algunos problemas de enve-
nenamiento que afectan a estos sensores, parece ser
mas fiable que los sensores de polimeros organicos
conductores, que muestran una sensibilidad pobre para
los compuestos volatiles y son ademas inestables (25).
El peligro de crear clasificaciones falsas debido al "rui-
do" con el uso de "narices electronicas" ha sido sefiala-
do (26). No obstante, a pesar de algunos éxitos en ta-
reas de clasificacion para monitorear maduracion de
frutas (27-29) y calidad durante la conservacion (29-
31), estas no han cumplido los requerimientos de la
industria alimentaria en términos de precision,
reproducibilidad, sensibilidad y estabilidad (32). Ade-
mas, es conocido que los sensores se deterioran o en-
venenan y como consecuencia, cambian sus respues-
tas. Debido a que la respuesta es global, estos instru-

mentos no pueden identificar odorantes simples o dife-
renciar muestras con diferencias sutiles en los atribu-
tos sensoriales. Por esta razon, es estudios de olores
ajenos al producto en donde la identificacion del com-
puesto que causa el dafio es un pre-requisito y en el
control de calidad, estos instrumentos solo puede usar-
se exitosamente después de reconocer sus debilidades
inherentes (32, 33).

Sistemas basados en espectrometria de masas

Para propositos de clasificacion, se han desarrollado
otros dos métodos analiticos globales, basados en la
espectrometria de masas (MS) y parecen ser mas po-
derosos y seguros que las "narices electronicas". El
primero consiste en un analisis global de una muestra
del espacio de cabeza mediante un espectrometro de
masas operado en modo de ionizacion electrénica, sin
ninguna separacion cromatografica. La posibilidad de
este método fue demostrada originalmente para una
clasificacion rapida de cuatro tipos de quesos france-
ses (34). Este método es cominmente llamado como
"nariz electronica basada en espectrometria de masas"
(MS e-nose). El patrén de masas obtenido es conside-
rado como una "huella dactilar" del producto analizado,
que requiere de un tratamiento de datos, ya sea por
analisis multivariante o redes neuronales artificiales (Fig.
1). Numerosas aplicaciones en alimentos han sido re-
portadas con este método (35-39).
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Fig. 1. Disefio de una “nariz electrénica” basada en espectrometria de masas.

65

Ciencia y Tecnologia de Alimentos Vol. 23, No. 1, 2013




La SPME puede ser usada como técnica de
preconcentracion en lugar del muestro del espacio de
cabeza (40, 41). Su aplicacion para una valoracion ra-
pida de la calidad de manzanas durante su conserva-
cién mostré claramente su eficacia, lo que no se logré
con el empleo de sensores electrénicos convenciona-
les (30). Durante el estudio de conservacién y efecto
del cultivar de tomate, el perfil con la MS e-nose indic
una cambio claro en el perfil del aroma con la conser-
vacion, cambios que no pudieron ser demostrados con
una "nariz electrdnica" basada en microbalance de cuar-
z0s (31). Por otra parte, se obtuvo una clara distincion
entre los cultivares mediante la MS e-nose, mientras
que por la "nariz electrénica” convencional fue muy
dificil lograr esta discriminacion (31). No obstante,
algunos resultados han demostrado el potencial de las
"narices electronicas" convencional y la basada en
espectrometria de masas para complementar analisis
sensoriales de rutina en tomates (42). Recientemente,
se reportd el uso del espacio de cabeza directamente
conectado a un espectrometro de masas con reaccion
de transferencia de protén (PTR-MS) para estudiar la
influencia de la deshidratacion sobre la posterior recons-
titucion del jugo de mandarina (11). La espectrometria
de masas del espacio de cabeza también fue reportada
para la clasificacion de vinos tintos (43).

Desarrollado en la década del 80 para aplicaciones en
alimentos, la espectrometria de masas con pirolisis di-
recta es otro método que produce "huellas dactilares"
que pueden ser usadas con fines de clasificacion y au-
tenticacion (44). Con este método, una muestra del
producto es pirolizada rapidamente a temperaturas de
hasta 530 °C y la fraccion volatil resultante es analiza-
da inmediatamente por MS operado en modo de
ionizacion electronica a baja energia. Aqui nuevamen-
te se obtiene un patron de masas complejo para cada
muestra y generalmente se requiere de sucesivas eta-
pas de pre-procesamiento para seleccionar un nimero
reducido de fragmentos de masas que permitan una
clasificacion satisfactoria. La MS con pirdlisis por punto
de Curie asociado a técnicas de analisis multivariante
es considerada una herramienta de clasificacion pode-
rosa en microbiologia para el reconocimiento de
microorganismos (45) y en ciencia de los alimentos
(41, 44). Una clara ventaja del método es que provee
de una "huella dactilar" de la matriz del alimento que
puede ser potencialmente relacionada con parametros
de textura (41).

Determinacion de la contribucién sensorial de los
compuestos volatiles

La determinacion de la importancia sensorial de un com-
puesto volatil al flavor de un alimento, requiere necesa-
riamente del uso de alguna técnica de evaluacion senso-
rial. Son dos las metodologias desarrolladas para tal fin:
una basada en el célculo de los valores de actividad de
olor y otra basada en la olfatometria del efluente de la
columna del cromatdgrafo de gases (GC-O).

Célculo de los valores de actividad de olor

La primera etapa en la estimacion de la importancia de
un compuesto voldtil en un alimento en particular es el
célculo de la relacion entre su concentracion y su con-
centracion umbral del flavor (cuando el olor es perci-
bido nasalmente y retronasalmente) o de su concen-
tracion umbral de olor (cuando el olor es evaluado solo
nasalmente). El resultado se denota como: valor de
aroma, unidad de flavor, unidad de olor, valor de olor o
valor de actividad de olor (VAO). ElI VAO de los com-
puestos debe ser calculado sobre la base de sus con-
centraciones umbrales en un medio semejante al del
alimento. Diferentes métodos de aislamiento y
cuantificacion se han usado, pero sin dudas, el ensayo
por dilucion isotépica es el mas exacto para la
cuantificacion (46). Segln esta técnica, a la muestra
del alimento se le adiciona una cantidad conocida del
odorante con un is6topo "marcado" y se procede al ais-
lamiento de los compuestos volatiles. Los compuestos
aislados son analizados por GC-MS para diferenciar al
compuesto original en la muestray el compuesto "mar-
cado" de acuerdo a algun i6n particular del espectro de
masas. La cantidad relativa del analito se calcula a partir
del &rea de los dos picos registrados y la cantidad adi-
cionada del analito marcado".

La ultima etapa del procedimiento analitico es el calcu-
lo del VAO. Si un compuesto tiene un VAO > 1, enton-
ces debera contribuir significativamente al flavor glo-
bal del alimento. Si se mira a la concentracion umbral
de un compuesto como una cantidad separada, el VAO
de ese compuesto da el numero de concentraciones
umbrales de tales compuestos presentes en el alimen-
to. La probabilidad de que el olor de un compuesto sea
detectada serd mayor en la medida que su VAO lo
sea. Este valor da una indicacion de la importancia de
un compuesto al flavor. Sin embargo, al menos dos
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simplificaciones de este concepto deben ser mencio-
nadas: asumir que la intensidad percibida es proporcio-
nal al VAO y el uso frecuente de concentraciones
umbrales determinados en medios modelo diferentes
al del propio alimento. A pesar de estas limitaciones, el
concepto de VAO es alin muy usado como una herra-
mienta poderosa en las investigaciones del flavor de
los alimentos (47). Numerosas aplicaciones del con-
cepto VAO se han reportado en frutas (48-52).

INVYECTOR

OETECTOR

Olfatometria del efluente de la columna del
cromatdgrafo de gases

En las Gltimas décadas, numerosas técnicas de deteccién
se han combinado con la cromatografia de gases. GC-O
es una de ellas, en la que sujetos humanos actdian como
detectores y el cromatografo de gases como un
olfatometro que entrega dosis pura de odorantes (Fig. 2).
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Fig. 2. Esquema de un cromatdgrafo de gases equipado con detector

olfatométrico.

La nariz humana es en muchas ocasiones mas sensible
que los detectores fisicos por lo que la GC-O posee po-
derosas capacidades que pueden ser aplicadas en las
investigaciones del flavor. Las técnicas de olfatometria
(sniffing) permiten la determinacion de los compuestos
de impacto de los alimentos. Pueden ser clasificadas en
dos categorias: métodos de dilucion, que estan basados
en diluciones sucesivas del extracto de aroma hasta que
no se percibe olor en el efluente gaseoso y métodos de
intensidad, en los cuales el extracto de aroma solo es
inyectado una vez, pero los sujetos deben registrar la
intensidad como una funcion del tiempo.

Los métodos de dilucion son los mas citados en la lite-
ratura (46, 53). Dos variantes son las mas comunes:
analisis CHARM (54) y analisis de dilucion del extrac-
to de aroma (AEDA) (55). Ambas han demostrado

tener eficiencia para determinar los contribuyentes de
impacto del aroma de alimentos (46, 49, 50, 53, 55).
Sin embargo, para lograr buenos resultados, es nece-
sario conocer: (a) ¢ Cudl es el método de muestreo mas
reproducible por el que se obtenga un extracto repre-
sentativo del aroma percibido en la nariz?, (b) ¢Cémo
deben ser tratados los datos olfatométricos para so-
breponerse a la falta de reproducibilidad de las técni-
cas sensoriales?

Todos los procedimientos de olfatometria estan basa-
dos en la inyeccion de un extracto. Su preparacién ge-
neralmente requiere de una destilacion con vapor (por
ejemplo: destilacion-extraccion simultaneas) o una ex-
traccion con algun disolvente. Si se asumen recobra-
dos cuantitativos, estas dos alternativas brindan una
solucion que es mas representativa de la composicion
del flavor en la matriz que en la fase vapor que rodea
al producto. Dado que solamente los compuestos vola-
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tiles del espacio de cabeza son los que se perciben por
la nariz, un aromagrama basado en un extracto no re-
presentara cuantitativamente el perfil del olor del pro-
ducto (56). Adicionalmente, si el extracto debe ser con-
centrado antes del anélisis, ocurriran pérdidas de los
compuestos mas volatiles. Ademas, el disolvente usa-
do para las diluciones sucesivas puede enmascarar los
primeros picos cromatograficos que eluyen.

Entre los métodos de dilucion, el AEDA no requiere de
ningun sofisticado equipamiento. Esta simplicidad tam-
bién limita su aplicabilidad, debido a que no se registra
ninguna sefial durante la elucidn. Por tanto, los datos
no pueden ser computarizados en una funcion continua
del tiempo, tal como sucede con el anélisis CHARM.
La aproximacion cuantitativa de Grosch, basada en los
VVAO (concentracion/umbral), ha sido criticada (57).
Esta asume que la intensidad percibida es proporcional
a la concentracion de aroma, en lugar de ajustarse a
las leyes de Stevens o Fechner (58, 59), las que son
corrientemente aceptadas como las mejores represen-
taciones de las percepciones sensoriales:

Ley de Stevens: | =Kk(C - Ct)n
Ley de Fechner: | =k" In(C/Ct)
donde:

| es la intensidad del aroma, C es la concentracion de
aroma, Ct es el umbral de percepcion y k', k, y n, son
constantes relativas a un determinado compuesto.

La ley de Stevens parece haber sido verificada para
experimentos de olfaccion en GC con el registro direc-
to de la intensidad percibida (60).

En el procedimiento CHARM se generay registra una
sefial durante la corrida del cromatograma y una com-
putadora hace los calculos. Una evaluacion critica de
estos dos procedimientos de dilucién reveld problemas
de reproducibilidad (57). Ademas, un compuesto pue-
de ser no detectado a determinada dilucion, aunque se
pueda oler nuevamente a una mayor dilucion. En otros
términos, la anosmia especifica, desatencion o simple-
mente el proceso continuo de la respiracion del indivi-
duo (no hay percepcion del olor mientras se exhala el
aire) alteran la percepcién. El analisis de CHARM ha
probado su fiabilidad para determinar odorantes de
impacto. Su empleo cuantitativo requiere de réplicas

en las corridas olfativas de al menos tres personas en-
trenadas. Después que se han hecho las diluciones, esto
representa mas de 30 inyecciones, lo que implica un
tiempo prolongado.

La aplicacion de diluciones a las técnicas de umbrales
de olor, tales como el AEDA, no aporta informacion
inmediata con relacion a la contribucién de un odoran-
te al aroma global. Esto se debe a que cada compuesto
volatil es completamente vaporizado durante el proce-
dimiento, por lo que este método esta basado en um-
brales de olor en aire.

El método OSME fue propuesto para obtener informa-
cion de intensidad en una sola corrida (61). Se ha plan-
teado que hay una buena reproducibilidad de las inten-
sidades de los picos (60), mientras que se reportaron
variaciones de la sensibilidad en diferentes dias (59).

CONCLUSIONES

En términos de evolucion técnica, el uso de métodos
de ionizacion "suaves" (ionizacion a presion atmosfeéri-
ca, ionizacion quimica) en asociacion con analizadores
de masas de alta resolucién (por ejemplo: tiempo-de-
vuelo) debe permitir obtener informacion concerniente
al origen molecular de los iones y deducir la identidad
de ciertos compuestos presentes en el espacio de ca-
beza. Tales "huellas dactilares" deberan permitir no solo
la caracterizacion de un producto determinado, sino tam-
bién la identificacion de moléculas directamente res-
ponsables de un aroma. Estos avances abren nuevas
perspectivas para la caracterizacion rapida de produc-
tos mediante la espectrometria de masas en una am-
plia gama de aplicaciones.

El desarrollo de métodos de extraccion basados en la
adsorcion de las moléculas del aroma sobre polimeros
ha simplificado considerablemente las mediciones de
rutina del flavor. Estos métodos de extraccion por
sorcion son faciles de usar y completamente
automatizables. La evaluacion sensorial permanece
obligatoria para estudiar la percepcion del flavor. Las
relaciones entre el aroma presente en un alimento y su
percepcion sensorial no son féciles de establecer. Aun
no estéa bien comprendido cdmo los componentes acti-
vos del flavor se combinan para producir una percep-
cion sensorial en particular.

68

Ciencia y Tecnologia de Alimentos Vol. 23, No.1, 2013




La autenticacion de los alimentos y los analisis de ruti-
na rapidos con fines de trazabilidad son otros desafios.
Las herramientas desarrolladas recientemente que com-
binan métodos instrumentales para una evaluacién glo-
bal del flavor con anélisis multivariante de datos, han
demostrado su utilidad para la clasificacion.

La evaluacién sensorial es una técnica ampliamente
usada para la identificacion y medida del olor. Corrien-
temente, el enfoque actual es la combinacion del méto-
do instrumental y la evaluacion sensorial. La GC-O,

que usa a los cromatografos de gases como
olfatometros y a los sujetos humanos como detectores,
es una técnica efectiva para el aislamiento y caracteri-
zacion de los odorantes de productos naturales com-
plejos. La potencia de los odorantes en extractos de
frutas puede ser determinada por AEDA en conjunto
con la determinacion del valor de actividad de olor. A
pesar del desarrollo en el equipamiento instrumental,
las técnicas sensoriales y el procesamiento de los da-
tos, asi como el andlisis cualitativo y cuantitativo del
flavor contintan siendo un desafio.
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