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RESUMEN

Se resumen los avances recientes hechos con los métodos
de extraccion por sorcion: microextraccion en fase séliday la
extraccion por sorcion con barra de agitacion, con énfasis en
aplicaciones en frutas, asi como la determinacion de la im-
portancia sensorial de los compuestos volatiles al flavor.
Debido a la variedad y composicion compleja de las matrices
encontradas en las frutas y la clase de informacion que se
pretende obtener de un estudio, resulta de vital importancia
la seleccion del método analitico apropiado. Por razones de
objetividad, alta reproducibilidad de los resultados, asi como
la posibilidad de identificar olores y su estimacion cuantita-
tiva, el analisis instrumental constituye no solo un excelente
suplemento de la evaluacion sensorial, sino también se con-
vierte en una herramienta indispensable en el analisis com-
pleto de la calidad sensorial. El enfoque actual es la combi-
nacion del método instrumental y la evaluacion sensorial. E1
empleo de cromatografos de gases como olfatometros y de
sujetos humanos como detectores (GC-O), es una técnica
efectiva para el aislamiento y caracterizacion de los odorantes.
Palabras clave: compuestos volatiles, frutas, métodos de
aislamiento, contribucion sensorial.
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ABSTRACT

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

The recent advances with the extraction methods by sorption:
solid phase microextraction and stir bar sorptive extraction
are summarized, with emphasis in applications in fruits, as
well as the determination of the sensorial importance of
volatile compounds to the flavor. Due to the variety and
complex composition of the matrix found in the fruits and the
class of information that it is sought to obtain of a study, it is
of vital importance the selection of the appropriate analytic
method. For reasons of objectivity, high reproducibility of
the results, as well as the possibility to identify odors and
their quantitative evaluation, the instrumental analysis not
only constitutes an excellent supplement of the sensory
evaluation, but it also becomes an indispensable tool in the
complete analysis of the sensorial quality. The current focus
is the combination of the instrumental method and the
sensory evaluation. The use of gas chromatograph as an
olfatometer and of humans as detector (GC-O) is an effective
technique for the isolation and characterization of odorants.
Key words: volatile compounds, fruits, isolation methods,
sensorial contribution.

INTRODUCCION

La caracterizacion y medicioén del aroma implica el
analisis de los compuestos volatiles odoriferos que son
detectados en el epitelio olfatorio de la nariz, ya sea
por las rutas ortonasal (olor) o retronasal (aroma) cuan-
do es ingerido un alimento. El analisis sensorial es el
medio mas valido para describir las caracteristicas del
flavor (sensacion conjunta del aroma y sabor). Apli-
cado al flavor de las frutas, la evaluacidn sensorial es
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una herramienta descriptiva poderosa. El analisis ins-
trumental de las moléculas de aroma ha sido objeto de
importantes estudios (1-9). Los compuestos del aroma
son principalmente hidrofobicos y el analisis instrumental
de estos compuestos debe tener en consideracion, como
una primera etapa, un método de aislamiento capaz de
separar estas sustancias hidrofobicas de la matriz que
constituye el alimento. Los métodos de aislamiento tra-
dicionales se han basado, principalmente, en la
volatilidad o la polaridad de las sustancias del aroma.
Sin embargo, esta revision, que consta de dos partes,
se enfocara en el conocimiento de los avances recien-
tes hechos con los métodos de extraccion por sorcion:
microextraccion en fase solida (SPME segln sus si-
glas en inglés) (10) y la extracciéon por sorcion con
barra de agitacion (SBSE) (11), con especial énfasis
en el flavor de las frutas.

Debido a que no existe un método de aislamiento simple
con el que se obtenga una representacion exacta del
aroma del alimento (6, 8); el aislamiento y analisis del
aroma continta siendo un reto (12). El aislamiento pue-
de producir compuestos no presentes originalmente en
la muestra (artefactos) y el contenido total de volatiles
en muchos casos es muy dificil de relacionar con el per-
fil sensorial determinado por expertos o consumidores
del alimento. Por tanto, parece mas eficiente concentrar
los esfuerzos en la identificacion de aquellos compues-
tos que realmente aportan a las caracteristicas senso-
riales. Como no existe un método de aislamiento univer-
sal, algunos investigadores proponen escoger un método
que produzca un extracto tan representativo como sea
posible de las propiedades sensoriales del alimento (13-
17). Con vista a identificar los compuestos importantes
que contribuyen significativamente al flavor del alimen-
to, la cromatografia de gases acoplada a la olfatometria
(GC-0O) es la mas utilizada (18, 19), por lo que este
método sera objeto de un analisis mas profundo.

Como atin no se conoce bien coOmo varios compuestos
volatiles se combinan para producir una impresion sen-
sorial general, es particularmente dificil predecir una
percepcion del aroma sobre la base de datos solo de
GC-O. Los experimentos de recombinacion son nece-
sarios (20-22) a pesar de los avances significativos
recientes en la comprension de las mezclas de sustan-
cias odoriferas (23, 24). Por otra parte, las
interacciones entre el sabor y el aroma (25) y las

interacciones de las sensaciones trigeminales con el
sabor y aroma (26) tienen lugar y desempefian una
funcion importante en la percepcion del flavor global.
Sin embargo, los métodos que permiten el analisis di-
recto de las moléculas del flavor liberadas en la boca
durante el consumo del alimento, han sido desarrolla-
dos solo en los ultimos afios (27, 28).

Finalmente se han desarrollado técnicas instrumentales
especificas para el analisis global del flavor de los ali-
mentos, pero los métodos corrientes empleados en el
control de calidad del flavor de los alimentos son atn
basados en la evaluacion sensorial por un comité de
expertos. Estos son capaces de monitorear la calidad
de un producto en particular, detectar defectos y com-
parar muestras con fines de clasificacion. Sin embar-
g0, la obtencion de resultados mas rapidos con menor
costo mediante instrumentos pudiera ser una alternati-
va interesante. Las comiinmente llamadas "narices elec-
tronicas" basadas en tecnologia de sensores de gases,
a pesar de algunas desventajas importantes (29), son
teoricamente capaces de hacer tareas de clasificacion
(30) y algunas aplicaciones se han desarrollado para el
analisis de frutas (31, 32).

Otros dos métodos de analisis globales basados en la
espectrometria de masas (MS) parecen interesantes con
fines de clasificacion. El primer analisis de espacio de
cabeza con el uso de MS sin previa separacion
cromatografica se reportd en 1995 (33). Alternativa-
mente, los muestreos del espacio de cabeza pueden ser
reemplazados por la SPME para el empleo de esta téc-
nica (34). Ambos métodos de muestreos, seguidos di-
rectamente de la MS (35), han encontrado aplicaciones
para la caracterizacion rapida del flavor en fresas (36),
jugo de toronja (37) y jugo de mandarina (38). El segun-
do método es la MS con pirdlisis (39), en donde una
pequena cantidad del producto es pirolizada a 500 °C.
La fraccion volatil resultante, caracteristica del flavor,
pero también de la composicion de la matriz, es analiza-
dapor MS. En todos estos métodos instrumentales rapi-
dos se obtiene un patrén o "huella dactilar" para cada
muestra, que requiere de un tratamiento extensivo de
datos, ya sea por la estadistica multivariante tradicional
o por redes neuronales, que es necesario para la clasifi-
cacion o control de calidad (35, 39).
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Métodos de extraccion por sorcion

Todos los procedimientos de extraccion empleados para
aislar la fraccion volatil de un producto alimenticio de-
ben ser adaptados para el analisis de trazas de las molé-
culas hidrofilicas generalmente presentes en un medio
polifésico, con un minimo de pérdidas de las moléculas
altamente volatiles y con la prevencion de reacciones de
los compuestos, y la formacion de artefactos.

La SPME, desarrollada originalmente a principios de
la década de los noventa, para la extraccion de com-
puestos organicos volatiles en agua (10), ha sido em-
pleada en los ultimos 10 afios para el aislamiento de
compuestos del aroma (6, 40-43). Numerosas aplica-
ciones estan relacionadas con el aroma de las frutas,
por ejemplo: fresas (44-48), manzana (49, 50), jugo
de naranja (51-54), kiwi (55), frutas tropicales (56),
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meldn (57), grosella (58), pera, melocoton y albarico-
que (59), tomate de arbol (60), camu-camu (61), ci-
ruela (62), guayaba acida (63), cacao maraco (64),
guayaba (65), entre otras.

La SPME particiona los analitos entre una fase liquida o
gaseosa y una fase adsorbente solida fina, entre las que
existen diferentes tipos en términos de polaridad y grosor
de pelicula (41). Los adsorbentes recubren fibras inertes,
generalmente ligadas a un dispositivo que sirve como ins-
trumento de inyeccion directa (40, 41) (Fig. 1).

El método que opera bajo condiciones de equilibrio,
puede realizarse en modo directo (inmersion de la fibra
en la muestra, generalmente una soluciéon acuosa o
suspension) (DI-SPME) o en modo de espacio de ca-
beza (HS-SPME), que es mas comun (Fig. 2).
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Fig. 1. Soportes con fibras de SPME.
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Inmersion

Headspace-SPME

Fig. 2. Extraccién directa (DI-SPME) y en el espacio de cabeza (HS-SPME).

Los mecanismos que afectan el analisis de los com-
puestos volatiles del aroma mediante SPME han sido
discutidos en la literatura (66). Por tanto, la técnica
presenta un cierto grado de selectividad, pero con la
ventaja de la sensibilidad, facilidad de uso, no emplea
disolvente y requiere un pequefio tamafio de muestra
(6, 40-42). No obstante, cada paso de extraccion, es
decir, modo de extraccion, seleccion del material de la
fibra, parametros de la extraccion (concentracion, tiem-
po, agitacion y temperatura) y desorcion, se mejoran a
través de una cuidadosa optimizacion para cada aplica-
cion (41, 67-69). La SPME, empleada por primera vez
para el analisis de compuestos volatiles de alimentos a
mediados de la década del 90 (70, 71), ha sido para
aplicaciones importantes en el aroma de los alimentos
(41, 42, 72, 73). La SPME ha demostrado multiples
ventajas en términos de rapidez y simplicidad con rela-
cion a los métodos de extraccion convencionales en va-
rios estudios comparativos en el analisis de fresas (74)
y jugos de frutas (75). Aunque la HS-SPME presenta
siempre mejores capacidades de retencion que el anéli-
sis del espacio de cabeza estatico (75) y por tanto ma-
yor sensibilidad, la extraccion liquida-liquida (74) logra
mayor eficiencia. El analisis de compuestos volatiles di-
rectamente por inmersion de la fibra en matrices muy
complejas puede dafiar la fibra y por esto la SPME casi
siempre se emplea en modo HS-SPME.

En comparacion con otros procedimientos de extrac-
cion del espacio de cabeza, es muy comun que se con-
cluya que la SPME es mas apropiada para analisis de

rutina en el control de calidad, debido a su simplicidad,
repetibilidad y bajo costo. Probablemente esta sea la
razon por la que este método ha sido ampliamente
empleado en trabajos recientes del aroma de los ali-
mentos (72, 73).

La principal limitante de la SPME es el bajo recobrado
de extraccion, debido a la relativamente poca cantidad
de sorbente en la fibra de cuarzo (tipicamente cerca
de 0,5 pL). La generacion de "artefactos" debido a la
formacion de productos de Maillard, durante la etapa
de desorcion, ha sido reportada en el estudio del aroma
de fresas y manzanas (76). Una reduccion importante
de la formacion de "artefactos" fue obtenida mediante
lavado con agua de la fibra antes de la desorcion tér-
mica. Sin embargo, la formacioén de "artefactos" es, a
menudo, inevitable y se ha reportado en el analisis de
aminas volatiles (77) y compuestos volatiles azufrados
(78) en aire. Recientemente se ha descrito el empleo
de fibras internamente refrigeradas para el analisis de
frutas (79). Por reduccion de las temperaturas de
adsorcion y desorcion se ha planteado que la forma-
cion de "artefactos" es minimizada con esta variante.

Se ha desarrollado una nueva técnica de extraccion
que utiliza hasta 200 pL de PDMS (polidimetilsiloxano)
para superar la baja sensibilidad de la SPME (/7). Esta
técnica, llamada extraccion por sorcion con barra de
agitacion (stir bar sorptive extraction, SBSE) con-
siste en una barra cilindrica de agitacion magnética,
cubierta de PDMS (tipicamente de 5 mm de peliculay
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10 mm de longitud), la que se introduce en el medio
acuoso por un tiempo determinado (11). Después de
completar la etapa de extraccion, la barra magnética
(twister) es transferida a un sistema de desorcion tér-
mica y los compuestos atrapados son desorbidos en la
cabeza de la columna cromatografica después de un
crio-enfoque del material extraido. Como era de espe-
rar, los recobrados son mayores para la SBSE en com-
paracion con la SPME y los limites de deteccion son
en el rango de ng/L para muchos analitos volatiles y
semi-volatiles (11). La SBSE se ha empleado para ana-
lizar compuestos volatiles para una amplia variedad de
alimentos liquidos (42) que incluyen bebidas de café
(80) y de limon (81). A pesar de la optimizacion del
método, algunos problemas de repetibilidad se han en-
contrado con compuestos muy volatiles o muy solubles
(82). Se han reportado "artefactos" debido a la
desorcion térmica en el analisis de cebollas (83).

Como una extension de la SBSE, la extraccion por
sorcion del espacio de cabeza (HSSE) se ha desarro-
llado para superar las limitaciones de la HS-SPME en
términos de capacidad de extraccion (84). Se han ob-
tenido limites de deteccion en el rango de ng/L en el
analisis de compuestos volatiles (84). La barra de
HSSE cubierta con aproximadamente 55 uL de PDMS
se suspende en el espacio de cabeza de la muestra y
después de completar el muestreo, los analitos
adsorbidos en la barra son térmicamente desorbidos
en una unidad térmica conectada al cromatdgrafo de
gases (80). Al comparar las extracciones de volatiles
del café (80), la HSSE mostré una alta capacidad de
extraccion con respecto a SPME debido a una mayor
cantidad de material polimérico. Sin embargo, al igual
que la SBSE, la HSSE necesita una unidad de desorcion
térmica, lo que requiere de una inversion, comparada
con la SPME si es empleada en modo manual. No obs-
tante, las barras cubiertas de SBSE y HSSE son me-
nos propensas al deterioro que las fibras de SPME y
pueden ser utilizadas en el analisis del espacio de ca-
beza y en liquidos (80).

Métodos dindmicos de andlisis del flavor

Partiendo de la suposicion de que se han utilizado mé-
todos de extraccion e identificacion acertados, tratar
de correlacionar los compuestos volatiles cuantifica-
dos en un alimento con la percepcion sensorial experi-
mentada al ingerirlo, en la mayoria de las ocasiones es

fallida. En otras palabras, no es suficiente conocer la
composicion exacta del alimento en términos de los com-
puestos del flavor para comprender perfectamente la
percepcion de este, que es un proceso dinamico (85).
Durante el consumo del alimento, la concentracion de
los compuestos volatiles en el epitelio olfativo varia con
el tiempo en la medida que ellos son liberados progresi-
vamente durante la masticacion del alimento. La
cinética de liberacion depende de la composicion de la
matriz del alimento y del comportamiento individual de
masticacion. Los métodos sensoriales, tales como los
de tiempo-intensidad, han sido utilizados para estudiar
los aspectos relacionados con el tiempo de la percep-
cion del flavor (85).

Liberacion de compuestos volatiles in vivo

Se han desarrollado métodos que evaluan los compues-
tos volatiles directamente en la boca o en la nariz para
obtener datos que puedan reflejar el patron de las mo-
léculas de aroma liberados desde el alimento y que es-
tan efectivamente presentes en el epitelio olfativo du-
rante el consumo (28). Entre las diferentes aproxima-
ciones para muestrear el aroma de la nariz (espacio de
la nariz), la recoleccion de muestras de aire expiradas
mediante trampas de Tenax han dado los resultados
mas robustos (86, 87). Aplicado a tomate (88) y fresa
(89), el método mostrod diferencias significativas en
comparacion con el muestreo del espacio de cabeza,
subrayando la importancia de la maceracion en la boca.

Por solapamiento de los periodos de tiempo de muestreo,
se pueden construir curvas de liberacion y determinar
los cambios temporales que reflejan las concentracio-
nes relativas de los compuestos volatiles en un tiempo
en particular durante el consumo (90). Ha sido repor-
tada la correlacion de los datos acumulados con los
resultados de tiempo-intensidad sensoriales (91).

El tiempo real in vivo de la liberacion del flavor fue
demostrada hace ya algunos afios mediante el analisis
de una conexion MS-aliento con un separador de mem-
brana acoplado a MS operada en modo de impacto
electronico (92). Los datos de tiempo-intensidad sen-
soriales medidos en paralelo para la percepcion de la
2-pentanona en aceite vegetal, mostraron un efecto de
adaptacion claro, el estimulo presente en el aire exha-
lado mucho antes que finalizara la percepcion (92). El
método también fue empleado en otros trabajos (93,

Ciencia y Tecnologia de Alimentos Vol. 22, No. 3, 2012 64




94); sin embargo, las técnicas de separador de mem-
brana tienen muchas limitantes en términos de selecti-
vidad y sensibilidad (95). Recientemente se ha desa-
rrollado la MS por ionizacion quimica a presion atmos-
férica (APCI-MS) para monitorear la liberacion del aro-
ma durante la masticacion (95). El aire de la nariz (es-
pacio de nariz) es muestreado directamente en la fuente
de APCI-MS a través de una interfase que hace posi-
ble el analisis de rutina del aliento en tiempo real (27,
28). De esta forma, mediante la combinacion de estu-
dios de intensidad sensorial-tiempo con el analisis del
espacio de nariz, es posible en la actualidad relacionar
parametros temporales de la liberacion del aroma a la
percepcion (82, 96-99). Las interacciones del aroma
con los compuestos del sabor puedeN ser estudiada
también por este método a través de la liberacion con-
trolada de las moléculas del aroma y del sabor a los
catadores (99, 100). El método APCI-MS ha sido am-
pliamente abordado en la literatura especializada (28,
101, 102) y ha sido aplicado recientemente para com-
parar los compuestos volatiles del aroma emitidos in
vivo del kiwi en dos estados de madurez (103). Las
fuentes de APCI pueden ser conectadas también a un
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