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Uso de espectroscopia FTIR para la determinacion de azticares simples y acidos en zumos y
néctares de fruta.

RESUMEN

En el presente trabajo se ha utilizado la espectroscopia FTIR (Fourier-Transform Infrared
Spectroscopy) para la determinacidn de azucares simples y acidos organicos de diferentes
zumos y néctares de fruta comerciales. Se trabajé con un total de 27 muestras de zumos (7 de
manzana, 7 de naranja, 5 de pifia y 8 de uva) y 11 muestras de néctares (2 de manzana, 4 de
naranja y 5 de pifia). En todas las muestras se determind el contenido en azucares simples
(glucosa, fructosa y sacarosa) y el de los acidos organicos mas relevantes (tartarico, malico,
isocitrico, citrico y fumadrico). Los azlcares se determinaron mediante cromatografia de
intercambio idnico con un detector de pulsos amperométricos. Los acidos organicos se
determinaron por cromatografia liquida de alta resolucidn acoplada a un detector ultravioleta-
visible. Para la correcta separacién de los patrones de los 4cidos organicos se optimizaron las

condiciones cromatograficas, tales como la temperatura y el caudal.

Posteriormente, a todas las muestras se les realizd un analisis no destructivo mediante un
espectrofotometro FTIR con ATR (Attenuated Total Reflection) como método de introduccion
de muestra. Se obtuvieron los espectros de las muestras en la regién del infrarrojo medio
(4000-400 cm™). De cada uno de los espectros se seleccionaron las 25 regiones que contienen
la informacion mds relevante. Las absorbancias normalizadas correspondientes a las areas de
los picos de estas regiones se utilizaron como variables predictoras del contenido en azUcares y
acidos, mientras que los datos obtenidos por cromatografia se utilizaron como variable
respuesta. Mediante el software SPSS se realizd un andlisis multivariante de forma que se
obtuvieron modelos de regresidon lineal multiple, MLR (Multiple Linear Regression). Para la
prediccion del contenido de azicares se obtuvieron valores de R’y de error tipico de
estimacion de 0,928 y 6,385 g L% 0,951 y 6,276 g L 0,953 y 5,582 ¢g L para la glucosa,
fructosa y sacarosa, respectivamente. Estos resultados indican que el modelo es adecuado
para predecir la concentracidn de azlcares. Por el contrario, no se encontraron resultados tan
satisfactorios para la prediccidon del contenido en acidos. Ademas, se llevd a cabo un analisis
discriminante lineal, LDA (Linear Discriminant Analysis) para evaluar la capacidad de los datos
extraidos de los espectros FTIR para clasificar los zumos y néctares en base al tipo de fruta,
obteniéndose un modelo capaz de distinguir el tipo de muestra con una alta capacidad de

prediccion (90%) y una Lambda de Wilks de 0,078.

PALABRAS CLAVE: FTIR, zumos, néctares, azlcares, acidos organicos, andlisis multivariante.



Us d’ espectroscopia FTIR per a la determinacié de sucres simples i acids en sucs i néctars de
fruita.

RESUM

En el present treball s'ha utilitzat |'espectroscopia FTIR (Fourier-Transform Infrared
Spectroscopy) per a la determinacidé de sucres simples i acids organics de diferents sucs i
nectars de fruita comercials. Es va treballar amb un total de 27 mostres de sucs (7 de poma, 7
de taronja, 5 de pinya i 8 de raim) i 11 mostres de néctars (2 de poma, 4 de taronja i 5 de
pinya). Es va determinar en totes les mostres el contingut en sucres simples (glucosa, fructosa i
sacarosa) i dels acids organics més rellevants (tartaric, malic, isocitric, citric i fumaric). Els
sucres es van determinar per mitja de cromatografia d'intercanvi ionic amb un detector de
polsos amperométrics. Els acids organics es van determinar per cromatografia liquida d'alta
resolucié acoblada a un detector ultravioleta-visible. Per a la correcta separacié dels patrons
dels acids organics es van optimitzar les condicions cromatografiques, com ara la temperatura i

el cabal.

Posteriorment, es va realitzar una analisi no destructiva per mitja d'un espectrofotometre FTIR
amb ATR (Attenuated Total Reflection) com a métode d'introduccié de mostra a tots els sucs i
néctars. Es van obtindre els espectres de les mostres en la regid de l'infraroig mig
(4000-400 cm™). De cada un dels espectres es van seleccionar les 25 regions que contenien la
informacié més rellevant. Les absorbancies normalitzades corresponents a les arees dels pics
d'aquestes regions es van utilitzar com a variables predictores del contingut en sucres i acids,
mentres que les dades obtingudes per cromatografia es van utilitzar com a variable resposta.
Per mitja del programa SPSS es va realitzar una analisi multivariant de manera que es van
obtindre models de regressid lineal multiple MLR, (Multiple Linear Regression). Per a la
prediccié del contingut de sucres es van obtindre valors de R” i d'error tipic d'estimacié de
0,92816,385 g L™%; 0,951i6,276 g L'*; 0,953 i 5,582 g L', per a la glucosa, fructosa i sacarosa,
respectivament. Aquests resultats indiquen que el model és adequat per a predir la
concentracié de sucres. Al contrari, no es van trobar resultats igual de satisfactoris per a la
prediccié del contingut en acids. A més, es va dur a terme una analisi discriminant lineal, LDA
(Linear Discriminant Analysis) per a avaluar la capacitat de les dades extretes dels espectres
FTIR per a classificar els sucs i nectars basant-se en el tipus de fruita, obtenint-se un model que
és capag de distingir el tipus de mostra amb una alta capacitat de prediccié (90%) i una Lambda

de Wilks de 0,078.
PARAULES CLAU: FTIR, sucs, néctars, sucres, acids organics, analisi multivariant.



Use of FTIR spectroscopy for the determination of simple sugars and acids in fruit juices and
nectars.

ABSTRACT

In this project, FTIR spectroscopy (Fourier-Transform Infrared Spectroscopy) has been used for
the determination of simple sugars and acids of different commercial juices and nectars. A
total of 27 juice samples (7 of apple, 7 of orange, 5 of pineapple and 8 made of grape) and 11
nectars (2 of apple, 4 of orange and 5 made of pineapple) have been analyzed. The content of
simple sugars (glucose, fructose and sucrose) and the most significant organic acids (tartaric,
malic, isocitric, citric and fumaric) has been determined. Sugars were determined by ion-
exchange chromatography coupled to a pulsed amperometric detector. Organic acids were
determined by high performance liquid chromatography coupled to a UV-visible detector. For
proper separation of the standards of organic acids, chromatographic conditions were

optimized, working with different temperatures and flow rates.

Then, all samples were subjected to a nondestructive analysis by an FTIR spectrophotometer
with ATR (Attenuated Total Reflection) as a method of sample introduction. Spectra of samples
in the mid-infrared region (4000-400 cm™) were obtained. In each spectrum, 25 regions
containing the most relevant information were selected. Normalized absorbances
corresponding to the peak areas of these regions were used as predictors of sugars and acids,
while the data obtained by chromatography was used as response variable. By multivariate
analysis with software SPSS, Multiple Linear Regression (MLR) models were obtained. For each
prediction of sugar content, R” and standard error of the regression were obtained: 0.928 and
6.385 g L ; 0.951 and 6.276 g L' ; 0.953 and 5.582 g L for glucose, fructose and sucrose
respectively. These results indicate that the model is adequate for predicting the concentration
of sugars. In contrast, results predicting acid content of samples were not as satisfactory. In
addition, a Linear Discriminant Analysis (LDA) was performed in order to evaluate the
capability of the data extracted from the FTIR spectra to classify juices and nectars based on
the type of fruit. A model that is able to distinguish the type of simple was obtained, with high
prediction capability (90 %) and a Wilks' Lambda value of 0.078.

KEY WORDS: FTIR, juices, nectars, sugars, organic acids, multivariate analysis.
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1. INTRODUCCION.

1.1. Legislaciony tipos de zumos.

Dentro del Cédigo Alimentario (Codex Stan 247-2005, Codex Alimentarius) definido por la FAO
(Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacidon y la Agricultura) y la OMS
(Organizacion Mundial de la Salud) existe un cddigo especifico en el que se definen las
caracteristicas de los zumos y los métodos analiticos a utilizar para asegurar la calidad y
autenticidad de los mismos. Este cédigo es el Codex Stan 247-2005. Segun éste y segun las
disposiciones a nivel nacional: Real Decreto (RD) 1050/2003 (BOE nim. 184, de 2 de agosto de
2003, péginas 29970 a 29974) y los siguientes RD 1518/2007 (BOE num. 294, de 8 de diciembre
de 2007, paginas 50632 a 50639) y RD 462/2011 (BOE num. 85, de 9 de abril de 2011, paginas

36807 a 36809) los zumos de frutas disponibles en el mercado se clasifican en:

e Zumo de frutas: Producto susceptible de fermentacién, pero no fermentado, obtenido a
partir de frutas sanas y maduras, frescas o conservadas por el frio, de una o varias
especies, que posea el color, el aroma y el sabor caracteristicos de los zumos de la fruta de
la que procede. Se podra reincorporar al zumo el aroma, la pulpa y las celdillas que haya
perdido con la extraccién.

e Zumo de frutas a base de concentrado: Designa el producto obtenido mediante la
incorporacién al zumo de frutas concentrado de la cantidad de agua extraida al zumo en el
proceso de concentracidn y la restitucion de los aromas, y en su caso, la pulpa y celdillas
perdidas del zumo, pero recuperados en el proceso de producciéon del zumo de frutas de
que se trate o de zumos de frutas de la misma especie. El agua afiadida deberda presentar
las caracteristicas adecuadas, especialmente desde el punto de vista quimico,
microbioldgico y organoléptico, con el fin de garantizar las propiedades esenciales del
zumo.

e Néctar de fruta: Se refiere al producto susceptible de fermentacién, pero no fermentado,
obtenido por adicion de agua y de azlcares y/o miel, a los productos de zumo definidos
anteriormente y al puré de frutas o a una mezcla de estos productos. La adicidn de
azUcares y/o miel se autoriza en una cantidad no superior al 20% del peso total del
producto acabado. Podrdn afadirse sustancias aromdticas, componentes aromatizantes
volatiles, pulpa y células, todos los cuales deberan proceder del mismo tipo de fruta y

obtenerse por procedimientos fisicos. En el caso de la elaboracion de néctares de frutas sin



azucares anadidos o de valor energético reducido, los azUcares podran sustituirse total o

parcialmente por edulcorantes.

Productos a base de fruta no tan comunes son, por ejemplo, el zumo de frutas deshidratado o
en polvo; que es el producto obtenido a partir de zumo de frutas de una o varias especies por
eliminacion fisica de la practica totalidad del agua. También, el puré de fruta utilizado en la
elaboracion de zumos y néctares de frutas: producto sin fermentar, pero fermentable,
obtenido mediante procedimientos como el tamizado, triturado o desmenuzado de la parte
comestible de la fruta entera o pelada sin eliminar el zumo. Asi, la legislacién recoge mas tipos

de zumos y productos a base de fruta existentes en el mercado.

En relacién con el cumplimiento de esta legislacion, la produccién de zumos en la UE se rige
por el Cédigo de Buenas Practicas de la Asociacion de la Industria de Zumos y Néctares de
Frutas y Vegetales de la Unién Europea (AlJN). Este cddigo se reconoce como modelo para la
industria del sector por la Comisiéon Europea y regula la calidad y las especificaciones de los
zumos y bebidas de frutas relacionadas, asi como las directrices para comprobar su

autenticidad (AIJN, 2010).

Ademds, existen otras asociaciones en la industria como la Federacion Internacional de
Productores de Zumos de Frutas (IFU) y a nivel nacional la Asociacién Espafiola de Fabricantes
de Zumos (ASOZUMOS). En Espaiia, ademas, siguiendo el modelo de otros paises, existe la
Asociacién Espaiiola para el Autocontrol de Zumos y Néctares (AEAZN) que combate el fraude
y la adulteracién a través de un control exhaustivo de la calidad y la autenticidad de los

productos y fomenta asi una competencia libre y leal entre las empresas que la forman.

1.2. Composicidon quimica de los zumos de fruta.

El componente mayoritario de los zumos de frutas es el agua, seguido de los azucares simples
glucosa, fructosa y sacarosa (Muntean, 2010). Contienen ademas acidos, proteinas y lipidos en
muy pequefia proporcion, asi como otros componentes secundarios que poseen importancia
debido a su valor sensorial (pigmentos, compuestos aromaticos, compuestos fendlicos
astringentes), nutritivo (vitaminas, minerales, fibra) o que influyen notablemente en su

consistencia, como las pectinas.



En la Tabla 1-1 se muestran los principales componentes de las especies de fruta
contemplados en esta memoria, sin embargo, estos se deben tomar como valores
aproximados ya que la composicidon quimica de las frutas es variable y depende de factores
como la especie, la variedad, el tipo de cultivo, la zona, el clima y del grado de maduracién del

fruto.

Tabla 1-1. Composicion quimica aproximada de las frutas estudiadas en este proyecto (en %

de peso fresco de la porcion comestible) (Astiasaran y Martinez, 2003; Belitz et al., 2011)

Fruta Agua  Azlcares Acidez Fibra Proteina  Ceniza
(s/100g) totales (g/100g) (g/100g) (g/100g) (g/100g)
(/100g)
Manzana 85,7 11,1 0,6 2,1 0,3 0,3
Naranja 88,6 8,3 1,1 1,6 0,8 0,5
Pifia 86,8 12,3 0,7 1,0 0,5 0,4
Uva 82,3 15,2 0,9 1,5 0,6 0,5

Podemos considerar que esta composiciéon corresponde ademds a zumos si estos provienen
exclusivamente de la fruta exprimida. De entre todos los componentes encontrados en los
zumos de fruta, en esta memoria nos vamos a centrar en los azlcares simples y los acidos
organicos, debido a que son componentes mayoritarios de los zumos, y a su importancia

dentro de los parametros de autenticidad en las legislaciones existentes.

1.2.1. Azucares simples.

Los azlcares, muy importantes en los zumos y néctares, son carbohidratos simples, cristalinos,
solubles en agua y generalmente tienen un sabor dulce. Los azlcares puedes estar formados
por una sola molécula o por la unién de varios mondmeros. Estos mondmeros son aldehidos o
cetonas alifaticas que contienen un grupo carbonilo y uno o varios grupos hidroxilos. La
mayoria de los monosacaridos naturales contienen 5 (pentosas) o 6 (hexosas) atomos de
carbono en su estructura. Los disacdridos consisten en la unién de dos monosacaridos
mientras que los trisacdridos estan formados por tres mondmeros. Los oligosacaridos son
polimeros de monosacaridos de relativa baja masa molecular, mientras que uniones
superiores de monosacaridos formando polisacaridos de alto peso molecular forman los
llamados carbohidratos complejos. Los azlcares simples mayoritariamente presentes en las

frutas son la sacarosa, la glucosa y la fructosa (sus estructuras quimicas se muestran en la



Figura 1-1). Otros azucares, como la xilosa, la arabinosa o la manosa, se encuentran en menor
proporcién, con algunas excepciones. El contenido en azlcares simples varia en funcién de la

fruta y también debido a otros factores como el tipo de cultivo o la radiacién.
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Figura 1-1. Estructura de los principales aztcares simples presentes en los zumos de fruta.

1.2.2. Acidos organicos.

Son cadenas de hidrocarburos que se caracterizan por tener uno o mas grupos carboxilo. En
este grupo funcional coinciden sobre el mismo carbono de la molécula, un grupo hidroxilo y un
grupo carbonilo. Estos compuestos tienen propiedades acidas débiles y son solubles en agua.
Estos pueden encontrarse tanto en forma libre como en forma de sales con cationes
inorganicos. En el zumo de naranja, por ejemplo, el 80% del acido citrico estd en forma libre, y
el resto en su mayor parte, como citrato acido de potasio (Primo-Yufera, 1982). Los acidos mas
predominantes en frutas como la naranja, la mandarina o la pifia son los acidos citrico y
malico, mientras que en las uvas el acido tartarico. En el caso del acido malico, este es el que
predomina en ciruelas, cerezas y manzanas, llegando en algunos casos al 90% de los acidos
totales. La acidez en los zumos varia en funcién de factores como variedad, zona y tipo de

cultivo, maduracion de las frutas, etc.

En la Figura 1-2 se muestran las estructuras de algunos de los acidos organicos mas

abundantes en los zumos de frutas.



OH

OH

HO OH

HO' OH
O OH

OH

Acido isocitrico Acido citrico

0

. OH (o]
o] HO OH

HO

OH
HO' 0

(o] OH 0 OH

Acido malico Acido fumérico Acido tartérico

Figura 1-2. Estructura de los principales acidos organicos presentes en los zumos de fruta.

La cuantificacién de azucares simples y dcidos organicos es importante porque son esenciales
en la evaluacion de la calidad y en la autentificaciéon de los zumos y otros productos derivados
de las frutas. Estos pardmetros son recogidos en guias internacionalmente aceptadas como las

de la AlJN.

1.3. Adulteraciéon y control de calidad de zumos.

La adulteracion de alimentos y bebidas por motivos econémicos es un problema emergente y
cada vez mas recurrente en la industria agroalimentaria. Todos los productos alimenticios que
son blanco de adulteracion son productos de alto valor comercial y/o producidos en gran

volumen (Cordella et al., 2002).

Los zumos de frutas son ampliamente consumidos en todo el mundo por diferentes grupos de
edad y su consumo ha aumentado rapidamente en las uUltimas dos décadas (Szymczycha-
Madeja et al., 2014), por lo que se ha generado un amplio mercado para estos productos. Los
precios de los zumos de frutas de alta calidad se consideran objetivo para la adulteracion.
Especialmente los zumos de naranja y de uva estaban entre los siete alimentos clave que se
han considerado como objetivo para la adulteracién desde los afios 80 (Moore et al., 2012);
por eso, entre otros criterios, han sido introducidos en este estudio. Un fraude frecuente es
comercializar un zumo que se vende como puro a alto precio, de un solo tipo de fruta cuando
ha sido mezclado con otros zumos mas baratos provenientes de otras frutas. Por otra parte,
otras manipulaciones que se suelen hacer es afiadir agua para aumentar su volumen, afadir

azucar o acidos organicos que no son especificados en la etiqueta. Ademas, se llevan a cabo



otras correcciones fraudulentas que enmascaran la calidad real del producto como puede ser
la adicidn de carotenoides a zumos con coloracién deficiente o la adicidn de azucar a zumos
demasiado acidos. La necesidad de frenar estas malas practicas ha hecho necesario disponer
de metodologias de gran fiabilidad para esclarecer la pureza de los zumos de frutas
comercializados. Para evaluar y evitar el fraude en los zumos de frutas es imprescindible la
determinacién analitica de diversos compuestos quimicos mediante diferentes técnicas
analiticas. Con el objeto disponer de una guia adecuada para evaluar las diferencias entre
zumos adulterados y los no adulterados y realizar un control preciso de la calidad de estos
productos el Codex Alimentarius ha determinado una serie de pardmetros microbioldgicos y
fisicoquimicos que se deben de comparar y que sirven de referencia en la industria. Entre ellos
se encuentran el perfil de azlcares y oligosacdridos de los zumos, el pH, la acidez valorable, el
contenido de vitamina C, acido malico y otros acidos organicos, la fermentabilidad, el
contenido en pectina, los grados Brix, el contenido en minerales, el indice de formol (en
relacidn con la madurez de la fruta de la que proviene), aminoacidos libres, tipo de aromas y

su concentracion, etc.

Debido a la diversidad de las adulteraciones, la medida de varios parametros es fundamental.
Por ejemplo, en primer lugar, la presencia y proporcién de acidos organicos en los zumos de
frutas puede afectar a las caracteristicas quimicas, organolépticas y microbioldgicas de este
producto, por ello es necesario su identificacién y cuantificacion. Cada zumo de fruta tiene un
perfil de acidos orgdanicos distinto que puede ser usado como “huella dactilar” para verificar su
autenticidad (Saavedra et al., 2000). En esta linea encontramos que el acido tartarico es
generalmente considerado un indicador de la adicion de zumo de uva a un zumo mas caro
(Ehling y Cole, 2011). Del mismo modo, el exceso de dcido malico y / o 4cido quinico se pueden
utilizar como un indicador de adicién de zumo de manzana (Ehling y Cole, 2011). El isocitrato
que existe en el zumo de naranja en concentraciones pequefias pero constantes puede servir
como un indicador de adulteraciéon. También puede ser concluyente, por otro lado, que
mientras en la fruta fresca los niveles de acido citrico decrecen con la maduracion, los de acido

malico se mantienen constantes (Saavedra et al., 2000).

La realizacion de ciertas adulteraciones como una dilucidon con agua, asi como la adicion de
azucares, el lavado de la pulpa y la adicion de otros zumos mas econdmicos (Jandric et al.,
2014; Saavedra et al., 2000; Ashurst , 2005; Muntean, 2010; Simpkins y Harrison, 1995)
conlleva un cambio en la cantidad de azucares presentes en el zumo de fruta. La adicién de

azlcar se comprueba mediante la cuantificacién de los niveles de sacarosa, glucosa y fructosa



gue hay presentes en el zumo. La concentracion relativa de azlcares debe que encontrarse
dentro de los niveles establecidos por las AIJN (AlJN, 2010) para los diferentes tipos de frutas.
Con ello, no solo podemos establecer la autenticidad, sino también evaluar la calidad y el
control de la posible alteracion microbiolégica que puede haber sufrido durante el
almacenamiento (Muntean, 2010; Martinez-Montero et al., 2004); por otra parte, y dado que
los azucares tienen también un efecto sobre los valores nutricionales de los zumos, hay que
tener cuidado ya que podrian tomarlos personas con diabetes (Kelly y Downey, 2005;

Karadeniz y Eksi, 2002).

1.4. Métodos de analisis de acidos organicos y aztiicares en zumos y

néctares de fruta.

Los métodos analiticos empleados para la determinacién de acidos orgdnicos en zumos de
frutas, con el fin de su autentificacidn y control de calidad; han sido principalmente
enzimaticos, cromatograficos y por electroforesis capilar. Los métodos enzimaticos (Stdj et al.,
2006) necesitan de kits especificos para cada uno de los acidos organicos o para cada azucar
presentes; utilizan cantidades grandes de reactivo y son procedimientos lentos, y suelen no ser
rentables econémicamente. Por otro lado, los métodos cromatograficos (tanto cromatografia
liguida como cromatografia de gases) han sido ampliamente utilizados tanto para la
determinacidon de acidos orgdnicos (Chinnici et al.,, 2005; Pereira et al.,, 2010; Cunha y
Fernandes, 2002; Ehling y Cole, 2011; Kelebek et al., 2009; Scherer et al., 2012; Shui y Leong,
2002), como para la determinacién de azucares simples (Chinnici et al., 2005; Kelebek et al.,
2009). Sin embargo, aunque ofrecen resultados precisos, son lentos, requieren una alta
cualificacion del personal y generan muchos residuos, ademds de ser caros. Por otro lado, para
la aplicacion de muchos de ellos es necesario una derivatizacién de la muestra, un proceso
largo y costoso, la utilizacién de disolventes organicos o de resinas (Cunha y Fernandes, 2002).
Respecto a la electroforesis capilar, también es frecuente para el analisis, sobre todo, de acidos

organicos (Saavedra et al., 2001; Mato et al., 2006).

Sin embargo, es necesario desarrollar técnicas mas rapidas y fiables para la cuantificacion de
estos parametros de cara a la autentificacidon y deteccién de adulteraciones en los zumos de

frutas.



1.5. Cromatografia Liquida.

La cromatografia es definida por la IUPAC como un método utilizado para la separacion de los
componentes de una muestra en la cual estos se distribuyen en dos fases, una de las cuales es
estacionaria mientras que la otra se mueve (Hernandez-Hernandez y Gonzalez-Pérez, 2002). La
fase estacionaria puede ser un sdlido, un liquido sobre un soporte sdélido, o un gel. La fase
estacionaria puede estar contenida en una columna, extendida en capa o dispuesta en forma
de pelicula. La fase mévil puede ser gaseosa o liquida. Como se muestra en la Figura 1-3
cualquier sistema cromatografico esta compuesto de, al menos, un sistema de bombeo, un
dispositivo para la introduccién de la muestra o inyector, una columna, un detector v,

finalmente, el sistema adecuado de adquisicion de datos y control.
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Figura 1-3 Esquema de un sistema cromatografico.

La cromatografia liquida (CL) trata las diversas formas de cromatografia en las que la fase mévil
es un liquido. La bomba introduce constantemente fase mévil en el sistema. La muestra es
introducida en el flujo de la fase mévil y pasa por la columna, la cual separa los analitos de la
muestra en funcion de sus afinidades relativas con la fase moévil y la columna y finalmente
estos son detectados y registrados. El método mas utilizado para la introduccidon de muestra
en el flujo, consiste en usar vélvulas de inyeccién de bucles de volumen conocido, que se
intercalan entre la bomba y la entrada de la columna. La introduccidén de las muestras es

frecuentemente el factor controlante de la reproducibilidad de las medidas y los volumenes de



muestra a inyectar deben ser pequefios. Por otro lado, la eleccién de la columna dependera
del mecanismo de retencidn con el que se trabajara para producir la separacién. Los tipos de
cromatografia liquida en base a este criterio son (Hernandez-Hernandez y Gonzélez-Pérez,

2002):

e Cromatografia de reparto: Tiene lugar cuando se utiliza una columna con una fase liquida
enlazada. Para inmovilizar el liquido se utiliza un soporte sélido de gran area superficial
como puede ser el gel de silice, celulosa, poliestireno, etc. Las especies se reparten por
diferencias de solubilidad. Dependiendo de las polaridades relativas de las fases movil y
estacionaria, se distinguen dos modalidades: fase reversa (RP), cuando la fase estacionaria
es apolar y la fase movil es polar, o bien fase normal (NP), cuando la fase estacionaria es
polar y la fase movil es apolar. En este estudio se ha utilizado este tipo de cromatografia
en fase reversa.

e Cromatografia idnica: La fase estacionaria es una matriz rigida en cuya superficie se dan
grupos funcionales cargados positiva o negativamente y contraiones de carga opuesta. La
separacion se produce por la competencia que se establece entre los iones de la fase movil
y los iones del analitos por los centros activos de la resina.

e Cromatografia de exclusién molecular: Como fase estacionaria se utilizan los poros de un
solido microporoso o de un gel. La separacidn se basa fundamentalmente en la exclusién,
tales como diferencias en el tamafio de las moléculas y /o en su forma.

e Cromatografia de adsorcion: La fase estacionaria es un sélido adsorbente con una gran
area superficial (alimina o gel de silice, por ejemplo). Los centros activos situados sobre la
superficie del sdlido interaccionan con los grupos funcionales de los analitos que se desea
separar. Esta separacion se produce como consecuencia de la distinta intensidad de estas
interacciones entre la columna y los analitos. En este tipo de cromatografia un pardmetro
importante es el tamafio de particula del adsorbente, asi como las polaridades de las dos

fases.

1.5.1. Detectores.

Los detectores usados en CL obtienen su sefal basandose en una propiedad del soluto que
llega después de haber atravesado la columna o basdandose en una propiedad de la disolucion.
Los primeros son bastante selectivos y muy sensibles. (Hernandez-Hernandez y Gonzalez-

Pérez, 2002). Entre los que se basan en una propiedad del soluto se encuentran los detectores



de absorbancia ultravioleta. Este tipo de detector ha sido usado acoplado al cromatdgrafo en
el presente proyecto para la determinacion de acidos organicos en las muestras. Su
fundamento es la espectrofotometria de absorcion. También se encuentran detectores de
fluorescencia que son especialmente sensibles, si bien estdn limitados a una pequeiia gama de
analitos con propiedades fluorescentes. En el detector amperométrico se aplica un
determinado potencial al electrodo de trabajo y se mide la intensidad de la corriente
resultante de la reaccidn electroquimica que ocurre. En este proyecto se ha utilizado este tipo
de detector para la cuantificacion de azucares en los zumos y néctares. Debido a que los
azicares no contienen grupos croméforos, la deteccion de los mismos mediante la
espectrometria de UV-Vis acoplada a un cromatégrafo de intercambio idnico solamente es
posible cuando se combina con una derivatizacion de la muestra y esta derivatizacién suele ser
compleja. Por otra parte, existen los detectores que se basan en los cambios de las
propiedades de la disolucidn. Los detectores de indice de refraccidn es el que mas se puede
acercar a un detector universal ya que el indice de refraccién de la fase modvil debera
modificarse por la presencia de cualquier soluto, aunque el principal inconveniente es son muy
sensibles a los cambios de temperatura. Este es el que se suele utilizar para la deteccién de
azlcares, pero es muy poco sensible. Por ultimo, los detectores de conductividad son los mas
comunmente utilizados cuando los analitos eluidos son idnicos después de su separacidn por
cromatografia de intercambio idnico. La medida de la conductividad de liquidos se lleva a cabo
aplicando un potencial eléctrico entre dos electrodos. La resistencia (o la conductividad) de la
disolucién contenida entre los dos electrodos depende de la concentracion y de las especies
idnicas presentes; sin embargo, solamente se utiliza este detector para especies que conducen

la corriente eléctrica.

1.6. Espectroscopia Infrarroja

La espectroscopia estudia la interaccion de la radiacidn electromagnética con la materia. La
region IR (infrarrojo) del espectro electromagnético se extiende entre el final de la zona del
visible y el inicio de la regiéon de las microondas. La regién IR es extensa y se divide
habitualmente en tres zonas. De las 3 zonas, la regién que proporciona mayor cantidad de
informacién estructural es la que se extiende entre los 4000 y los 650 cm™. Esta regién es la
denominada IR media (MIR). Cuando se analiza una muestra con esta técnica, la radiacion

electromagnética atraviesa la misma, y mediante fendmenos de absorcién, reflexidon o
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emisién, se obtiene su correspondiente espectro, que abarca unas longitudes de onda
determinadas. Aunque el espectro IR medio es diferente para cada compuesto, ciertas
agrupaciones de datomos dan lugar siempre a bandas caracteristicas en determinados
intervalos de frecuencias, que son relativamente independientes de la naturaleza del resto de
la molécula. Estas bandas corresponden a grupos funcionales determinados que permiten una
gran utilizacidn de esta tecnologia para la determinacién estructural. El uso mas generalizado
de la espectroscopia MIR es el analisis cualitativo. Sin embargo, también, se puede aplicar con
fines cuantitativos debido a que el flujo de un haz de luz paralelo se reduce al pasar por una
suspension de particulas. La transmision de la luz a través de una capa de particulas decrece
exponencialmente con la distancia y la concentracion. Esta reduccion es explicada por la Ley de

Lambert-Beer, y puede ser utilizada para la cuantificacion de compuestos (Horvath, 1998).

1.6.1. Espectrofotometro FTIR y aplicaciones.

Los espectrofotémetros MIR se pueden clasificar en base a la técnica de medida utilizada.
Existen los llamados dispersivos y los FTIR. Los dispersivos fueron los primeros en desarrollarse
y realizan un barrido de frecuencias para la obtencién del espectro. Los espectrofotémetros
FTIR, basados en un barrido interferométrico, someten a la muestra a irradiacion IR
policromdatica. Ademas, los espectrofotdmetros FTIR suministran la informacién en forma
digitalizada, y presentan otras ventajas como rapidez, sensibilidad, resolucidn y relacion
sefial/ruido alcanzable (Herndndez-Hernandez y Gonzalez-Pérez, 2002). Se denomina Fourier
Transformed Infrared Spectroscopy porque necesita de un proceso matematico denominado
Transformada de Fourier para convertir los datos brutos en el espectro. Ademas, existen
espectrofotometros FTIR en los que se llevan a cabo distintos tipos de reflexién sobre Ila
muestra introducida; asi, la reflexion de la radiacién puede ser especular, difusa o interna. Una
variante de la reflexion interna es la Reflectancia Total Atenuada o ATR (Attenuated Total

Reflection), que es la utilizada en este proyecto.

Muchos estudios se han centrado en la tecnologia MIR respecto a la del Infrarrojo cercano
(NIR) debido a la poca exactitud de los resultados y porque el MIR podria ofrecer una
determinacion mas precisa de propiedades y constituyentes de la materia (Bauer et al. 2008).
Recientemente ha crecido el interés del aprovechamiento de esta técnica para
determinaciones rdpidas de compuestos de frutos y de productos derivados de fruta con el fin

ultimo de detectar adulteraciones. Para llegar a conclusiones de este tipo es necesario

11



correlacionar satisfactoriamente datos fiables obtenidos por métodos destructivos
convencionales. Por ejemplo, varios estudios han aplicado la espectroscopia FTIR para el
analisis cualitativo y cuantitativo de vinos y mostos con el objetivo de determinar parametros
como alcohol, densidad relativa, refraccion, conductividad, glicerol, fenoles totales, azucares
reductores, glucosa, fructosa, sacarosa, valor de pH y acidos organicos. (Patz et al., 2004;
Bauer et al., 2008). Otras aplicaciones en zumo de uva han permitido detectar un determinado
tipo de uva en mezclas de zumos de diferentes variedades (Synder et al., 2014). Se ha
comprobado su eficacia para evaluar la calidad de zumos y mermeladas de diversos tipos de
fruta, incluso determinando la adulteraciéon intencionada de los mismos, como el reemplazo de
unos ingredientes por otros o la adicién de colorantes (Gamal et al., 2011). También se ha
aplicado para la prediccién de la madurez de mangos evaluando la composicién de su zumo
(Duarte et al., 2002). Los datos obtenidos por métodos destructivos con los que se
correlacionan los datos obtenidos en el FTIR son muy diversos. Distintos autores han
correlacionados los datos con métodos enzimaticos (Duarte et al., 2002), colorimétricos
(Gamal et al., 2011), cromatograficos (como es el caso de este estudio) o simplemente con

datos conocidos de adulteracidn intencionada (Synder et al., 2014).

Otras aplicaciones de la FTIR en el campo de la agroalimentacion son en aceites vegetales para
la determinacion de fosfolipidos (Meng et al., 2014), para la autentificacidon de aceites de oliva
virgenes (Lerma-Garcia et al, 2010), determinacién de adulterantes en miel (Gallardo-
Veldzquez et al., 2009) y control del procesado y calidad del queso (Woodcock et al., 2007),
entre otros. Todos estos estudios coinciden en que la aplicacién de la tecnologia FTIR es mas
favorable en términos de comodidad, nula generacién de residuos, tiempo de andlisis, etc. que

las técnicas de control habituales y en la mayoria de los casos mas econémica.

1.7. Analisis estadistico multivariante.

El analisis estadistico incluye una serie de técnicas y métodos multivariantes que permiten
estudiar y tratar en bloque varias variables medidas u observadas en una coleccién de
individuos. Estas variables pueden ser cualitativas o cuantitativas o simultdneamente de
ambos tipos. En modelos de predicciéon multiple la variable independiente x es siempre la
predictora (una sefial instrumental o una combinacién de sefales instrumentales) y la variable
dependiente o variable respuesta (por ejemplo, una concentracion) es la y (Ramis-Ramos y

Garcia-Alvarez-Coque, 2001). Por lo tanto, la matriz de datos que se construye para este tipo
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analisis estadistico se divide en dos bloques: el bloque X, con tantas variables como las que se
usan como predictoras y que normalmente corresponde a distintos valores de la variable de
barrido instrumental, y el bloque Y, con tantas variables respuestas como se dispongan; en el

caso de este estudio, solamente se dispone de una por analisis estadistico realizado.

1.7.1. Analisis Discriminante lineal.

El Andlisis Discriminante Lineal (ADL) o LDA por sus siglas en inglés, es un tipo de andlisis
estadistico clasificatorio. Con esta herramienta es posible construir modelos que pronostican
la pertenencia de un objeto a una categoria en base a sus caracteristicas y peculiaridades
(Miller y Miller, 2004). Es necesario disponer en la matriz de datos de al menos una variable
categérica o respuesta, y que indica a que categoria pertenece cada objeto. También son
necesarias una o mas variables de escala que seran las variables predictoras y que describen
las caracteristicas de los objetos que conforman la matriz. El andlisis discriminante lineal
trabaja con algoritmos que buscan funciones o vectores discriminantes, es decir,
combinaciones lineales de las variables predictoras que maximizan las varianzas entre las
categorias previamente establecidas, a la vez que minimizan la varianza intra-categoria. A
partir de n categorias se obtienen n-1 funciones discriminantes. Una vez realizado el andlisis se
obtienen los coeficientes de las funciones discriminantes que permiten discernir entre
categorias, es decir, el LDA estima los coeficientes c; ¢, ,c3, ..., ¢,y de la funcidn f, que tiene en

cuenta las variables predictoras x; X, Xs, ..., Xyintroducidas en el modelo.

fo=cCix1 +Cxy +C3x3+  +CmXm

Las funciones discriminantes se construyen minimizando el valor de Lambda de Wilks (A,,), que
es calculada como la suma de los cuadrados de las distancias entre puntos que pertenecen a la
misma categoria dividido entre la suma total de cuadrados, siendo su valor comprendido entre

Oy1l.

1 sC,

M =172 TSC 15C,

Donde SC, es la suma de cuadrados de las distancias entre objetos que pertenecen a la misma

categoria y SCp, la suma de cuadrados de las distancias de objetos que pertenecen a distintas
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categorias. Valores de A, cercanos a 0 son obtenidos con categorias bien resueltas mientras

que valores de A,, proximos a uno indican categorias solapadas (Vandeginste et al., 1998).

Para la construccién del modelo se utiliza un conjunto de datos llamado conjunto de
entrenamiento. Una vez obtenidas las funciones discriminantes del modelo, la capacidad de
prediccién del mismo se evalia mediante el empleo de un nuevo conjunto de objetos, llamado
conjunto de evaluacién, que no han sido utilizados previamente en la construccion del modelo,
y de los cuales sabemos previamente la categoria. Asi determinamos el poder de clasificacidn

real de éste.

1.7.2. Regresion Lineal Multiple.

Con la Regresién Lineal Multiple (RLM) o MLR por sus siglas en inglés, se obtienen modelos
basados en la regresion lineal, que son capaces de predecir una variable respuesta y,
dependiente de una serie de variables predictoras independientes x; x, X3, ..., X,. De forma
similar a como ocurriria en una regresion lineal simple, consideramos que los valores de y de
cada uno de los objetos, han sido generados por una combinacién lineal de una o mas

variables independientes x, siguiendo el modelo (Miller y Miller, 2004):

y = bO + blxl + bzxz + + bnxn

Se observa que cada variable estd multiplicada por su pendiente o coeficiente de regresion
parcial b;. Dichos coeficientes son elegidos por el algoritmo de forma que la suma entre los
valores observados y los pronosticados sea la minima, minimizando la varianza residual. Por
otra parte, la linealidad de estas relaciones entre las variables es siempre un supuesto implicito
en este tipo de andlisis. Una vez obtenido el modelo, se representa el grafico de valores
predichos frente a los valores medidos (observados), donde se observa la linealidad del
modelo. De esta forma se puede utilizar el valor de R* para comparar diferentes modelos o
averiguar si uno en concreto es suficientemente satisfactorio. Ademas, existe la opcién de
omitir alguna de las variables predictoras, y es interesante encontrar aquel modelo que

prediga adecuadamente los valores de y con un nimero minimo de variables predictoras x.

Como anteriormente, el modelo en MLR no se construye introduciendo todos los datos, si no
con el llamado conjunto de calibracion o de entrenamiento. Se deja asi un grupo de los mismos
fuera, el llamado conjunto de evaluacidn, con el que se contrastara si realmente el modelo es

capaz de predecir aceptablemente los valores de objetos conocidos previamente.
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2. OBIJETIVOS.

2.1. Objetivo general.

El objetivo general del trabajo es identificar y cuantificar el contenido en azucares simples y
acidos orgdnicos en zumos y néctares de frutas mediante espectroscopia FTIR tomando como

referencia los valores obtenidos mediante cromatografia liquida.

2.2. Objetivos especificos.

Para lograr el objetivo general se plantearon distintos objetivos especificos durante la
realizacion de este trabajo:

e Cuantificar los pardmetros caracteristicos incluidos en la legislacion (azlcares y acidos
organicos) mediante cromatografia liquida de distintos tipos de las muestras de zumo
y néctar.

e Optimizar los métodos cromatograficos.

e Medida de los espectros de las muestras mediante un espectrofotdmetro FTIR.

e Encontrar la herramienta estadistica apropiada para la correlacion de los datos
obtenidos por cromatografia y los espectros.

2.3. Plan de trabajo.

Para la consecucion de los objetivos se llevé a cabo una planificacion del trabajo con tareas
especificas:

e Conseguir muestras diversas y significativas de zumos y néctares de fruta habituales en
el mercado.

e Revision bibliografica de los métodos cromatograficos previamente empleados en
bibliografia, y reoptimizacidn de las condiciones de separacion si es necesario.

e Cuantificacion de los azlcares y acidos organicos en las muestras.

e Obtencién de los espectros de infrarrojo de las muestras mediante un
espectrofotometro FTIR.

e Realizar un andlisis estadistico multivariante con MLR, para predecir concentraciones
de los parametros cuantificados mediante los espectros obtenidos.

e Realizar un analisis estadistico multivariante con LDA, para predecir una clasificacion
de las muestras segun el tipo de fruta.
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3. MATERIALES Y METODOS.

3.1. Reactivos, estandares y disoluciones.

Se emplearon los siguientes reactivos: hidroxido de sodio (NaOH) (Labkem, Barcelona, Espafia),
dihidrégenofosfato de potasio (KH,PO,) (Sharlab S.L., Sentmenat, Espafia) y acido ortofosférico
al 85% (Monplet & Esteban, Barcelona, Espaiia). Todas las disoluciones se prepararon en agua
desionizada (desionizador Aquinity, Membrapure GmbH, Berlin, Alemania). Se usaron los
siguientes estandares de azlcares y acidos organicos: glucosa, fructosa y sacarosa (Sigma-
Aldrich, St. Louis, Misuri, EUA), y acido oxalico, acido fumarico, acido isocitrico, acido malico,
acido ascodrbico, acido lactico, acido tartarico y acido citrico (Sigma-Aldrich, St. Louis, Misuri,
EUA). Las disoluciones patrén individuales de azlcares se prepararon a una concentracién de
1000 pg mL™, mientras que para los acidos orgénicos la concentracién fue de 10000 pg mL™,
con excepcion del 4cido isocitrico y fumarico, que se prepararon a 1000 pg mL* y a 100ug mL?,
respectivamente. Todas las disoluciones patrén se almacenaron en viales color topacio a
-20°C. Las disoluciones de trabajo se prepararon diariamente mediante dilucion de la

correspondiente disolucidn estandar concentrada.

3.2. Muestras.

Se analizaron un total de 38 zumos y néctares de fruta adquiridos en supermercados de los
alrededores (ver Tablas 3-1 y 3-2). Para él analisis por cromatografia todas las muestras,
previamente refrigeradas a 4°C, se centrifugaron a 10.000 rpm y 20°C durante 10 min. El
sobrenadante obtenido se diluyd cuando fue necesario con agua desionizada y se pasoé a través
de un filtro de nylon de 0,45 um (Albet, Barcelona, Espafia). Todas las muestras se analizaron

por duplicado.

En el caso de andlisis por espectroscopia FTIR, se trabajé con la muestra de zumo o néctar sin

diluir y atemperada previamente a la medida a 20 °C.
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Tabla 3-1. Tabla de muestras de zumos y néctares de naranja y manzana utilizados en este
estudio indicando la composicion de los mismos y su cédigo.

Contenido Caddigo Contenido Cadigo

Naranja Manzana

Zumo 100% exprimido N1 Zumo 100% M1

Zumo 100% exprimido N2 Zumo 100% exprimido M2

Zumo 100% exprimido N3 Zumo 100% exprimido + acido M3
ascorbico

Zumo 100% exprimido N4 Zumo 100% exprimido M4

Zumo 100% exprimido N5 Zumo 100% de concentrado M5

Néctar 55% de zumo + azUcar+ N6 Zumo 100% de concentrado M6

vitamina C

Néctar 55% de zumo + azUcar+ N7 Zumo 100% de concentrado M7

glucosa+ fructosa+ acido citrico
+ 4cido ascorbico

Néctar 50% de zumo + acido N8 Néctar 50% de zumo + acido M8
citrico + 4acido ascoérbico+ citrico+ azucar+ fructosa+
edulcorantes glucosa

Zumo 100% N9 Néctar 50% de zumo + acido M9

citrico+ acido ascorbico+
edulcorantes

Néctar 50% de zumo + acido N10
citrico + Aacido ascorbico+
azucares

Zumo 100% N11
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Tabla 3-2. Tabla de muestras de zumos y néctares de pifa y uva utilizados en este estudio
indicando la composicion de los mismos y su cédigo.

Contenido Cédigo Contenido Cédigo
Piiia Uva

Zumo 100% P1 Zumo 100% exprimido ul
Zumo 100% exprimido P2 Zumo 100% exprimido U2
Zumo 100% exprimido P3 Zumo 100% de concentrado U3
Zumo 100% exprimido P4 Zumo 100% ud
Zumo 100% exprimido P5 Zumo 100% us
Néctar 50% de zumo + acido P6 Zumo 100% de concentrado + U6
citrico + acido ascérbico+ acido citrico

edulcorantes

Néctar 50% de zumo + acido P7 Zumo 100% de concentrado + U7
citrico + edulcorantes acido citrico
Néctar 51% de zumo + acido PS8 Zumo 100% de concentrado + US8
citrico + acido ascorbico+ azlcar acido citrico

Néctar 50% de zumo + acido P9
citrico+ acido ascorbico +
azucar+ fruc.+ gluc.

Néctar 50% de zumo + acido P10
citrico+ aztcar+ Vitamina C

3.3. Instrumentacion y condiciones de separacion.

Para la preparacion de las distintas disoluciones y para el tratamiento de las muestras se
empled una balanza analitica modelo AB204-S (Mettler Toledo, Greifensee, Suiza), un agitador
magnético modelo FB15001 (Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, EUA), una centrifuga
modelo 5804R (Eppendorf, Hamburgo, Alemania), un bafio de ultrasonidos USC300T (VWK,
Lovaina, Bélgica) y un pH-metro modelo Basic20+ (Crison-Hach Lange Spain, Barcelona,
Espafa) para la medida del pH. Para la conservacidon de reactivos y muestras, se utilizd un

congelador 7082 300-03 (Liebherr, Bulle, Suiza).
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Para la determinacién de azucares se empled un cromatégrafo de intercambio idnico Compact
IC 761 (Metrohm Ltd., Herisau, Suiza) equipado con un detector de pulsos amperométricos
HPAEC-PAD 817 Bioscan (Metrohm Ltd, Herisau, Suiza). Para la separacién se utilizd una
columna Metrosep CARB1 (Metrohm Ltd, Herisau, Suiza) y una fase movil compuesta por
NaOH 100 mM. La elucién se llevé a cabo de modo isocratico con un caudal de 1 mL min™y
una temperatura de 25°C. El volumen de inyeccién empleado fue de 20uL. Para la adquisicidon

de datos se empleo el software IC Net v.1.1 (Metrohm Ltd, Herisau, Suiza).

Para la determinacidon de acidos orgdnicos, se empled un cromatdgrafo de liquidos Hitachi
LaChrom Elite (Hitachi Ltd., Tokio, Japdn), dotado de una bomba cuaternaria modelo L-2130,
un compartimento termostatizado de columnas modelo L-2300, y un detector UV-vis (modelo
L-2420). La separacion se llevd a cabo con una columna Synergi 4u Hydro-RP 80A (250 x 4,6
mm) de Phenomenex (Madrid, Espaia). La fase mdvil empleada fue agua conteniendo 25 mM
de KH,PO, ajustada a pH 2,4 con acido ortofosférico al 85%. La elucion se llevé a cabo en modo
isocratico con un caudal de 1 mL min™y una temperatura de 15°C. El volumen de inyeccién fue
en todos los casos de 20 uL. La deteccidn se llevé a cabo a 210 nm. Para la adquisicién de datos
se utilizdé el software EZChrom (v. 3.3.2. SP1, Agilent Technologies, Santa Clara, California,

EUA).

Para el analisis por espectroscopia FTIR de los zumos y néctares de fruta, se utilizd6 un
espectrofotometro  FTIR Tensor 27™ (Bruker Optics, Milan, ltalia), dotado de un

dTM

interferémetro Rocksolid™, y de un sistema de deteccién DigiTect™ acoplado a un accesorio

ATR (Specac Inc., Woodstock, Georgia, USA), que incluye un cristal de reflexién de ZnSe.

Las medidas de la absorbancia se realizaron a temperatura ambiente con una resolucién de
4 cm™ y un promedio de 30 barridos, registrandose los espectros desde 4000 a 400 cm™. Para
cada muestra, se depositan uniformemente 3-4 gotas del zumo o néctar a lo largo de toda la
superficie del cristal del ATR, midiéndose la absorbancia respecto a un blanco obtenido a partir
de la celda con agua. Entre una muestra y la siguiente, el cristal del ATR se limpid con un
pafiuelo de celulosa, luego se limpid con acetona y posteriormente se secd. El andlisis de los

datos se llevé a cabo usando el software OPUS r. 11.0 (Bruker Optics, Milan, Italia).

3.4. Tratamiento estadistico de los datos.

Para el analisis estadistico de los datos se utilizd el programa SPSS (v. 20.0, Statistical Package

for the Social Sciences, Chicago, lllinois, EUA).
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4. RESULTADOS Y DISCUSION.

4.1. Determinacion de azucares en zumos y néctares de fruta mediante
cromatografia ionica.

Las condiciones cromatograficas empleadas para la determinacién de azlcares en las muestras
de zumos y néctares de fruta considerados en este estudio fueron las siguientes: volumen de
inyecciéon, 20 uL; temperatura de la columna, 25 °C; caudal 1 mL min™. Como fase mdvil se
utilizé una disolucién de NaOH 100 mM en elucién isocratica. Previa a su inyeccion en el
cromatodgrafo, todas las muestras se diluyeron 1:1000 (v/v) con agua desionizada, excepto los
zumos de uva y los néctares, que se diluyeron 1:2000 (v/v) debido a su mayor contenido en
azlcares. Los cromatogramas obtenidos para una muestra representativa de cada tipo de
zumo (manzana, naranja, pifia y uva) se muestran en la Figura 4-1. Tal y como se observa en
esta figura, se identificaron un total de 3 carbohidratos en las muestras (mediante la inyeccion
de patrones del correspondiente azucar): los monosacaridos glucosa y fructosa, y el disacarido
sacarosa, excepto en las muestras de uva, donde sélo se encuentran naturalmente glucosa y

fructosa.

Posteriormente, se procedié a la cuantificacidon del contenido de azlcares presente en todas
las muestras consideradas en este estudio. Para ello, se prepararon curvas de calibracion
externa mediante la inyeccién de cinco disoluciones estandar de cada analito en intervalos de
concentracién comprendidos entre 5y 80 g L. Para los tres azucares, se obtuvieron lineas

rectas conr >0,999.

Ademads, se prepararon curvas de calibrado mediante el método de las adiciones de estandar.
Para ello, sobre las muestras diluidas, se adicionaron cuatro disoluciones con concentraciones
crecientes de los estdandares desde la concentracion mas baja hasta el limite superior del
intervalo empleado (80 g L. Las curvas fueron lineales con r > 0,999; y en todos los casos, las
pendientes de estas curvas de calibrado no difirieron significativamente de las pendientes
obtenidas mediante calibracidn externa. A partir de estos resultados, se puede afirmar que no
existe efecto matriz en la determinacidn de estos analitos en los zumos y néctares analizados.
Por lo tanto, se emplearon las curvas de calibracion externa para la cuantificacion de los

analitos en todas las muestras.
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Figura 4-1. Cromatogramas obtenidos para una muestra de (a) manzana (b) naranja (c) pifiay
(d) uva donde se muestran los perfiles de azticares obtenidos. Condiciones experimentales:
fase moévil, NaOH 100 mM; caudal 1 mL min™, temperatura 25 °C; volumen de inyeccién 20

ML. Identificacion de los picos: (1) glucosa (2) fructosa (3) sacarosa.

El contenido de azucares obtenido para cada tipo de zumo y néctar (expresado como el valor
maximo y minimo para cada uno de ellos en g L) se muestra en la Tabla 4-1. Todos los valores
de azucares obtenidos para los zumos de fruta cumplieron en todos los casos con los niveles
establecidos por la normativa AIJN (AIJN, 2010). Para el zumo de manzana, el azdcar mas
abundante fue la fructosa, encontrandose sus contenidos entre 56 y 69 g L' siendo su valor
normalmente de 2 a 3 veces mayor que el de glucosa (Muntean, 2010; AlIN, 2010). Por otro
lado, la sacarosa fue el azUcar mas abundante para los zumos de naranja y pifia (38-49 y
39-69 g LY respectivamente). En los zumos de uva, caracteristicos por no poseer sacarosa, el

azUcar mas abundante fue la fructosa (80-98 g L'Y).
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Tabla 4-1. Contenido en azticares de las muestras de zumo y néctar analizadas

en este estudio.

Muestra  Glucosa (gL!) Fructosa(gL') Sacarosa(gl™)
Manzana 20,45-35,56 55,67-68,58 15,81-24,92
Naranja 22,64-31,81 20,40-31,81 37,52-48,84
Zumo
Pifa 15,58-38,98 19,25-37,41 39,20-69,25
Uva 65,91-91,32 80,35-98,09 -
Manzana 12,62-23,57 25,69-27,61 5,33-11,96
Néctar Naranja 10,22-48,68 11,97-36,49 14,91-66,31
Pifa 15,64-48,78 15,14-40,07 21,82-93,57

Con respecto a los néctares, en la mayoria de los casos los valores de fructosa y glucosa
encontrados fueron menores que los obtenidos para los zumos del mismo tipo de fruta, lo cual
puede ser atribuido a una adicion de agua al “concentrado de fruta”, tal y como viene reflejado
en las propias etiquetas de los néctares. Sin embargo, en algunos casos, como los néctares de
naranja y pifna N6, N7, N10, P9 y P10, los valores encontrados fueron mayores de lo esperado,

lo cual concuerda con las etiquetas de los mismos, donde se declard una adicion de azucares.

4.2. Determinacion de acidos organicos en zumos y néctares de fruta
mediante HPLC de fase reversa.

En primer lugar, se procedié a la optimizacidn de las condiciones de separacion de los acidos
organicos. Para ello, se seleccionaron un total de 8 patrones de acidos organicos (acido oxalico,
acido tartarico, acido malico, acido isocitrico, acido ascérbico, dcido acético, acido citrico y
acido fumarico), realizdndose una mezcla de los mismos. Las concentraciones de los diferentes
acidos en la mezcla se seleccionaron teniendo en cuenta la diferente absortividad molar de los
mismos. Por ello, el acido fumarico se prepard a una concentracion de 10 mg L™, los acidos
oxalico y ascorbico a 100 mg L™, y el resto de &cidos a 500 mg L. Las condiciones iniciales que
se testaron fueron adaptadas de la bibliografia (Reuter, 2015). Se probd una fase movil
compuesta por KH,PO, 25 mM a pH 2,4 (en elucién isocratica), un caudal de 1 mL min™,

temperatura de 30 °Cy volumen de inyeccion de 20 L. Bajo estas condiciones (ver

Figura 4-2, parte b), se observd una coelucidn parcial de los picos correspondientes a los acidos
malico y isocitrico. Por ello, con el fin de aumentar la resolucidon de este par de picos, se

decidid estudiar la influencia de la temperatura en la separacidn de los acidos, varidndose la
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misma entre 15 y 40 °C. Tal y como se observa en la Figura 4-2, a menor temperatura, el
tiempo de anadlisis aumentd; sin embargo, la mejor resolucién de todos los pares de picos se

obtuvo a una temperatura de 15 °C, por lo que seleccioné para estudios posteriores.

Una vez seleccionada la temperatura dptima, se estudié la influencia del caudal en Ia
separacion de los 4cidos organicos, variandose el mismo entre 0,8 y 1,5 mL min™. El tiempo de
analisis disminuyé al aumentar el caudal; sin embargo, la resolucion de los picos,

L I . P . -1
principalmente el par malico-isocitrico, fue un poco menor a caudales elevados (1,5 mL min™)
(datos no mostrados). Cuando el caudal se disminuyd a 0.8 mL min™, se observé un aumento
en el tiempo de andlisis, aunque no se mejord la resolucion entre los picos. Por ello, se

selecciond un caudal de 1,0 mL min™ para los estudios posteriores.

Una vez obtenidas las condiciones dptimas de separacién, se procedié a la inyeccion de todas
las muestras de zumos y néctares ensayados. Los cromatogramas obtenidos para una muestra
representativa de cada tipo de zumo (manzana, naranja, pifia y uva) se muestran en la Figura
4-3. La identificacion de los picos de los analitos en las muestras se realizé por comparacién de
los tiempos de retencidon encontrados en éstos con los obtenidos inyectando los patrones; y
cuando fue necesario también se fortificaron las muestras con los estandares, observandose el
aumento correspondiente del pico del analito de interés. De todos los acidos orgdnicos
estudiados, en las muestras se identificaron el acido tartarico, malico, isocitrico, ascérbico,
citrico y fumarico. Tal y como se observa en la Figura 4-3, el acido tartarico tan sdlo se
identific6 en las muestras de uva, mientras que el fumadrico se encontré sélo en las de

manzana.

Una vez identificados los picos correspondientes a los diferentes acidos organicos, se procedié
a la cuantificacién de los mismos, si bien se decidié no cuantificar el acido ascdrbico debido a
su facil oxidacién, dando lugar a pérdidas del mismo debido al almacenamiento de las
muestras y a la temperatura (Scherer et al., 2012). Para ello, se construyeron curvas de
calibracion externa mediante la inyeccion de cinco disoluciones estandar de cada uno de los
analitos. Se adoptaron dos intervalos para el acido citrico: un intervalo a baja concentracion
(10-1000 mg L™) que fue utilizado para cuantificar el &cido citrico en las muestras de manzana
y de uva, y un intervalo a alta concentracién (2000-15000 mg L™), que se utilizd para las
muestras de naranja y pifia. En el caso de los acidos malico, tartarico, fumarico e isocitrico, los
intervalos empleados fueron 500-15000 mg L™,500-5000 mg L™, 0,1y 10 mg L™ y 10-500 mg L™,

respectivamente. En todos los casos, los valores de r obtenidos fueron mayores de 0,998.
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Figura 4-2. Influencia de la temperatura en la separacién de acidos organicos utilizando (a)
40 °C, (b) 30 °C (c) 20 °Cy (d) 15°C. Condiciones experimentales: fase movil, KH,PO, 25 mM a
pH 2,4; caudal, 1 mL min™; volumen de inyeccién, 20 pL; deteccién, 210 nm. Identificacién de
los picos: (1) acido oxalico, (2) acido tartarico, (3) acido malico, (4) acido isocitrico, (5) acido

ascorbico, (6) acido acético, (7) acido citrico y (8) acido fumarico.

También en este caso, se prepararon curvas de calibrado mediante el método de las adiciones
de estandar, tal y como se especifica en el andlisis de azlcares. Las curvas obtenidas fueron
lineales con r > 0,997; y en todos los casos, las pendientes de estas curvas de calibrado no
difirieron significativamente de las pendientes obtenidas mediante calibracidn externa. A
partir de estos resultados, se puede afirmar que no existe efecto matriz en la determinacién de
estos analitos en las muestras analizadas. Por lo tanto, se emplearon las curvas de calibracion

externa para la cuantificacién de los analitos en todas las muestras.
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Figura 4-3. Cromatogramas obtenidos para una muestra de (a) manzana (b) naranja (c)
pifay (d) uva donde se muestran los perfiles de acidos organicos obtenidos.
Condiciones experimentales: temperatura, 15 °C. Otras condiciones e identificacion de
los picos como en la Figura 4-2.

El contenido de 4cidos organicos obtenido para cada tipo de zumo y néctar (expresado como
el valor maximo y minimo para cada uno de ellos en mg L) se muestra en la Tabla 4-2. Como
se aprecia esta tabla, existe cierta variabilidad en las concentraciones de acidos organicos
entre los diferentes tipos de zumos y néctares, lo cual concuerda con los estudios descritos en
bibliografia (Flgel et al., 2005). El 4cido malico fue el 4cido mas abundante de los zumos de
manzana, encontrdndose sus contenidos entre 3300-11700 mg L?, mientras que las

. 1. sy . -1
concentraciones de acido citrico variaron entre 80-700 mg L™.

En lo que respecta al 4cido fumarico, la concentracién natural de éste en zumos de manzana
no suele exceder de 5 mg L' (AIUN, 2010); de hecho, concentraciones superiores son
indicativas de fendmenos de descomposicidn microbiana (p.e. procesado de frutas
deterioradas) (Trifird et al., 1997; Kvasnicka y Voldrich, 2000) o adicién de acido malico

sintético (Kvasnicka y Voldrich, 2000).
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En este estudio, los contenidos de &cido fumarico encontrados (0,18 y 2,88 mg L™) satisfacen

este limite legal, indicando que estos zumos han sido procesados correctamente.

Tabla 4-2. Contenido de los principales acidos organicos de las muestras de zumo y
néctar analizadas en este estudio.

Tartarico Malico Isocitrico Citrico Fumarico
Muestra
(mgL?) (mgL?) (mgL?) (mgL?) (mgL?)
Manzana - 3300-11700 - 80-700 0,18-2,88
Naranja - 1050-1800 840-1500 9300-12900 -
Pina - 2100-2800 750-1100 6400-7000 -
Zumo
Uva 2900-3400 2000-3800 - 460-930 -
Uva (ac. -
1300-1500 2000-2100 2600-4300
citrico afiad.)
Manzana - 3100-3200 - 120-180 0,17-1,17
Néctar Naranja - 630-900 540-860 5200-8400 -
Pina - 1100-1800 250-860 6900-10900 -

Con respecto a los zumos de uva analizados (U1-U5), las concentraciones de acido tartérico,
citrico y malico halladas se encuentran en el intervalo permitido por la AJIN (AIJN, 2010),
excepto para la muestra U2 donde la concentracidn de acido citrico encontrada fue superior a
la legislada, quizd debido a una adicion de éste 4cido en la muestra no declarada en la

etiqueta.

Por otro lado, en los zumos de naranja y pifia, los valores de dcido malico y citrico encontrados
cumplieron con los limites establecidos por la AIJN (AlJN, 2010); sin embargo, se detectaron en
todos los casos valores de acido isocitrico mucho mas elevados de los esperados, lo cual
parece indicar una coeluciéon del pico del 4cido isocitrico con algln otro pico de la matriz. Con
el fin de comprobar esta hipdtesis, seria necesario realizar un analisis de estas muestras

mediante HPLC acoplado a un detector de espectrometria de masas.

Por otra parte, en ninguna muestra analizada (excepto para zumos de uva) se evidencid la
presencia de 4cido tartdrico, lo que indica que estas muestras no fueron adulteradas con

zumos de uva.
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4.3. Medida de los espectros FTIR de las muestras de zumo y néctares.

Se utilizé el espectrofotémetro FTIR descrito en la seccion de materiales y métodos de la
presente memoria. Se realizé un barrido de 4000 a 400 cm™. El equipo disponia de un
dispositivo ATR como método de introduccién de muestra, con el que se registrd la
absorbancia de las muestras. Se depositaron unas 3-4 gotas de las muestras sobre el cristal y
entre las determinaciones se llevd a cabo una limpieza del mismo. El analisis se realizé dos
veces para cada una de las muestras. La eleccion del nimero de barridos que realiza el equipo
se llevd a cabo llegando a un acuerdo entre precision y tiempo de analisis y se fijé en 30
barridos. La resolucién del equipo fue de 4 cm™, este es el ancho de banda en el que registra
cada uno de los puntos del espectro. A esta resolucién no se encontro ruido en los espectros,
sin estar excesivamente suavizados los espectros como para perder informacidn. Dado que los
zumos y néctares contienen alrededor de un 90 % de agua, esta influye en el espectro
obtenido, enmascarando posible informacion relevante respecto a la composicién en azlcares
y dcidos organicos de las muestras. Asi pues, se realizé una medida de agua como blanco, la

cual posteriormente se utilizé para corregir los espectros de las muestras.

En la Figura 4-4 se observan los espectros de absorbancia correspondientes a cuatro muestras
de los diferentes tipos de fruta con los que se ha trabajado en este estudio. Las diferencias
entre ellos son minimas a simple vista. Una interpretacién de las bandas de absorciéon
proporcionaria informacién sobre el esqueleto molecular y los grupos funcionales de los
compuestos de las muestras. En el caso de este estudio, el espectro FTIR se dividié en 25
regiones susceptibles de contener informacion, aquellas regiones correspondientes a un pico o
a un “hombro”, que se observaba mas variable entre distintas muestras al analizar visualmente
todos los espectros obtenidos. Las dreas bajo este pico u “hombro” del espectro se

determinaron usando el software OPUS r. 11.0 (Bruker Optics, Milan, Italia).

Para reducir la variabilidad debido a factores diferentes a los de la composicién de la muestra,
como el tamafio total de la muestra de zumo o néctar usada, y para minimizar otros factores
que afectan a la intensidad de todos los picos del espectro como el espesor de la muestra o la
intensidad de la fuente de radiacidn, se utilizaron las dreas normalizadas y no las absolutas
(Lerma-Garcia et al., 2010). El proceso de normalizacién se realizd de la siguiente manera: el
area de cada una de las regiones fue dividida por cada una de las dreas de las 24 regiones

restantes, de forma, ademas que cada par de variables fueran consideradas solamente una
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vez. Se obtuvieron asi 300 areas normalizadas, que seran las variables a considerar para la

prediccidn de concentraciones y clasificacién posteriores.
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Figura 4-4. Espectros FTIR para muestras de (a) manzana (b) naranja (c) piiia (d) uva.

4.4. Clasificacion de las muestras segun el tipo de fruta mediante analisis

discriminante lineal (LDA).

Para llevar a cabo este analisis fue preciso construir una matriz de datos que incluia una
variable categdrica, indicando la categoria a la que pertenece cada uno de los objetos, que
conformaria la variable respuesta. En el presente estudio, se asignaron las categorias
siguientes: 1 para muestras provenientes de manzana, 2 para las de naranja, 3 para las
procedentes de pifia y 4 para las de uva. Ademas, esta matriz de datos debia incluir las
variables de escala que describian las caracteristicas de los objetos y que actuaban como

variables predictoras, en este caso las 300 areas normalizadas de los espectros. Los modelos
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de LDA se obtuvieron mediante el algoritmo de inclusién por pasos del software SPSS, que

selecciond las variables significativas para la clasificacion de los objetos.

Segun este método, una variable predictora es incluida en el modelo si la reduccién del
parametro de Lambda de Wilks (A,) producida después de su inclusién excede el limite de
entrada (F;,) del test de comparacién de varianzas o test F. Sin embargo, lo que ocurre es que
la entrada de una nueva variable predictora modifica la significancia de aquellas que ya
estaban presentes en el modelo. Es por esta razdn por la que existe un limite F de salida (Foyt)
que el algoritmo usa para determinar si las variables predictoras que ya estaban en el modelo
deben ser eliminadas de él. En este caso, fueron utilizados los valores por defecto de

probabilidad de Fi,y Fo.:, 0,05y 0,10 respectivamente.

Para la construccion del modelo, de los 76 datos disponibles, se utilizaron 54 datos (conjunto
de entrenamiento) mientras que aproximadamente el 30% restante, 22 datos no fueron
incluidos en el modelo y formaron parte del conjunto de evaluacién. Con este conjunto de
evaluacion fue comprobada la eficacia del modelo para clasificar correctamente muestras de
categoria conocida. En este caso, el modelo tuvo un 90% de capacidad de prediccidon del
conjunto de evaluacidn. En la Figura 4-5 se puede observar el grafico obtenido a partir de las
tres funciones discriminantes del modelo. Se puede observar una clara agrupacién de los
puntos en el espacio en cuatro grupos. Ademas, es capaz de distinguir favorablemente entre

categorias ya que la Lambda de Wilks (A,, = 0,078) obtenida se aproxima a 0.

10.00000-

12 funcién discriminante

Figura 4-5. Grafico de puntuaciones en un plano oblicuo del espacio tridimensional definido
por las tres funciones discriminantes del modelo LDA construido para discriminar entre
muestras provenientes de diferentes frutas, para muestras de (a) manzana (b) naranja (c)
pifia (d) uva.
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El nimero de variables que el algoritmo incluyd en el modelo son 13. En la Tabla 4-3 se
muestran las 13 variables normalizadas elegidas por el modelo asi como sus coeficientes

estandarizados para cada una de las funciones discriminantes del LDA.

Tabla 4-3. Variables predictoras seleccionadas del modelo de LDA y sus correspondientes
coeficientes estandarizados.

Coeficientes estandarizados Coeficientes estandarizados
Variable Variable
predictora | 12 22 32 predictora | 12 22 32
Funcidn Funcion Funcidn Funcion Funcion Funcion
R1/R2 -0,608 -0,525 1,138 R10/R19 10,189 -14.215 -9.203
R1/R4 0,311 -0,450 0,616 R10/R21 -17.095 11.273 8.113
R3/R24 13.612 5.046 9,594 R11/R16 -17.095 11.273 8.113
R5/R15 2.728 0,343 -0,742 R12/R14 15.871 2.195 -2.005
R6/R20 0.583 -1.303 -0,788 R19/R21 6.902 -0.079 -1.684
R7/R8 -0,508 1.891 5.432 R22/R24 -8.567 -2.628 -8.704
R9/R20 4.019 2.137 -0.731

4.5. Cuantificacion de azucares en las muestras mediante regresion lineal

multiple (MLR).

Con el objetivo de evaluar la capacidad de los datos obtenidos de los espectros de las muestras
para predecir la concentracidon de azucares se llevé a cabo un andlisis por regresion lineal
multiple. Con dicho analisis se pretendia obtener tres modelos (uno para cada azlcar) que
fueran capaces de predecir las concentraciones encontradas; con el fin de evaluar su utilidad
para el andlisis no destructivo en muestras de concentraciones desconocidas. Para ello se
crearon tres matrices de datos similares a las usadas para el LDA. Las variables independientes
eran las areas normalizadas como se ha explicado anteriormente y la variable dependiente o
variable repuesta fue la concentracién de azlcar correspondiente en cada caso. Para el MLR
también se tuvo en cuenta para cada caso un conjunto de calibraciéon y un conjunto de

evaluacion.

El conjunto de calibracién es el total de objetos con el que el algoritmo construye el modelo

con el que predice la variable respuesta (representado en la Figura 4-6 en color verde). De
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forma similar a lo que ocurre con el LDA, el algoritmo de la regresién linear multiple (MLR)

selecciond las variables que aportaron mads informacién al modelo.

En este caso también se seleccioné el método de inclusién por pasos del software SPSS, con los
valores por defecto de probabilidad de F;, y Fou;, 0,05 y 0,10 como umbrales de entrada y de

salida de variables predictoras en el modelo.

En la Tabla 4-4 se muestran distintos pardmetros de la regresiéon para los modelos de
predicciéon de glucosa, fructosa y sacarosa. Ademds, se muestran las variables predictoras
seleccionadas por el algoritmo. Para la glucosa y la sacarosa se utilizaron los datos de todas las
muestras analizadas por duplicado mientras que para la regresion de la sacarosa los datos de
zumos de uva no fueron incorporados ya que no se encontrd este compuesto en las muestras

(como se comenté en el apartado 4.1.).

En la misma tabla, se puede observar el error tipico de la estimacidn, el cual mide la dispersion
de los datos alrededor de la recta de regresién estimada. Este error se expresa en las mismas
unidades que los datos introducidos y sirve para evaluar si la ecuacién de regresion predice
correctamente la respuesta. El coeficiente de determinacién (R?) indica la proporcion del
ajuste que se ha conseguido con el modelo lineal. Como se observa en la tabla, se obtuvieron
valores de R? altos, y bajos valores del error estimado, indicando una buena correlacién entre
los valores predichos por el modelo y los valores reales introducidos como variable respuesta

para los tres azUcares.

Tabla 4-4. Parametros de la regresion lineal multiple (nimero de objetos en el conjunto de
. . 2 . . . . . .z

calibracion, R?, error estimado y variables introducidas) para los modelos de prediccion de
concentraciones de glucosa, fructosa y sacarosa en los zumos y néctares estudiados.

Azucar N2 objetos N2 objetos R’ Error tipico de Variables utilizadas
la estimacidén
Calibracion validacion (gL}
Glucosa 54 20 0,928 6,385 R3/R8; R10/R16 R13/R19;

R18/R22 R10/R15; R8/R21

Fructosa 54 20 0,951 6,276 R19/R21; R8/R11 R2/R11;
R6/R15
Sacarosa 42 16 0,953 5,582 R17/R22; R18/R23 R11/R25;

R3/R5 R5/R7; R5/R6
R13/R15; R17/R19 R12/R21;
R3/R7
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En la Figura 4-6, se observan los diagramas de dispersién de los modelos de prediccion. En
ellos se representan los objetos de los conjuntos de calibracion (etiquetados en verde) y los de
evaluacion (etiquetados en azul). Se observa un buen ajuste a una linea recta, asi como se
puede percibir que en la mayoria de los casos los objetos del conjunto de evaluacién se
encuentran cerca de la nube de datos que conforma la linea recta central; lo que indica una

buena bondad del ajuste.
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Figura 4-6. Graficos de valores predichos por el modelo de MLR versus los valores
observados para la glucosa, fructosa y sacarosa. Los objetos en color verde pertenecen al
conjunto de calibracion mientras que los etiquetados en color azul pertenecen al conjunto
de evaluacion.
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4.6. Cuantificacion de acidos organicos en las muestras mediante

regresion lineal multiple (MLR).

De manera andloga al apartado anterior, se realizé un andlisis estadistico mediante MLR para
conseguir un modelo matematico que relacione las regiones seleccionadas del espectro FTIR
con los datos de acidos orgdnicos obtenidos por HPLC. De nuevo se seleccioné el método de
inclusidn por pasos del software SPSS, con los valores por defecto de probabilidad de F i,y Fous,

0,05y 0,10 como umbrales de entrada y de salida de variables predictoras en el modelo.

También se utilizd un conjunto de evaluacién para la validacidon de cada uno de los modelos.
Un resumen de los parametros de los modelos obtenidos para cada uno de los &cidos

organicos contenidos en las muestras se encuentra en la Tabla 4-5.

Tabla 4-5. Parametros de la regresion lineal multiple (nimero de objetos en el conjunto de
calibracién, R?, error estimado y variables introducidas) para los modelos de prediccién de
concentraciones de acido tartarico, malico, isocitrico, citrico y fumdrico, en los zumos y
néctares estudiados.

Acido N2 objetos N2 objetos R’ Error tipico Variables utilizadas
organico de la
calibracién Validacién estimacion
(mgL™)
Tartarico 11 5 0,496 796,419 R5/R8
Malico 52 22 0,686 965,840 R17/R22; R19/R23;
R9/R10
Isocitrico 18 4 0,371 255,555 R17/R23
Citrico 54 22 0,901 945,469 R19/R21;R2/R14;

R1/R10; R2/R11

Fumarico 14 2 0,979 0,182 R5/R9; R8/R21;
R16/R18; R1/R2;
R4/R10
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La diferencia entre nimero de objetos para la calibracidn entre los diferentes acidos es debido

a que no todos los acidos se encuentran presentes en todas las muestras.

Los valores de R* y de error estimado indican que, en general, no se obtuvo una buena
correlacién entre los datos del espectro y los valores obtenidos por cromatografia. Esto se
confirma en los graficos de valores predichos por el modelo de MLR versus los valores
observados (Figura 4-7). En dicho gréfico se observa que no hay una buena correlacién lineal
entre los datos predichos por el modelo y los datos reales observados. En general, con estas
condiciones no se podria predecir el contenido en acidos organicos de zumos y néctares de

fruta a partir de los espectros FTIR.

34
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Figura 4-7. Graficos de valores predichos por el modelo de MLR versus los valores
observados para la glucosa, fructosa y sacarosa. Los objetos en color verde pertenecen al
conjunto de calibracion mientras que los etiquetados en color azul pertenecen al conjunto
de evaluacion.
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5. CONCLUSIONES.

Las principales conclusiones obtenidas tras la realizacién de este estudio son las siguientes:

e La cromatografia es un método fiable para la obtencién de resultados de pardmetros de
interés para evaluar la autenticidad en los zumos y néctares de fruta; sin embargo, requiere
mucho tiempo, alta cualificacion del personal encargado de los analisis, recursos econédmicos
altos y genera mucha cantidad de residuos. Ademds, es necesario frecuentemente una
optimizacion del método analitico para cada familia de compuestos.

e Realizando una regresién lineal multiple (MLR) es posible predecir satisfactoriamente el
contenido de los principales azucares simples en los zumos y néctares de fruta comerciales a
partir de los espectros obtenidos con el espectrofotometro FTIR.

e Realizando una regresion lineal multiple (MLR) no se puede predecir satisfactoriamente el
contenido de los diferentes acidos orgdnicos de los zumos y néctares de frutas comerciales.
Serian necesarios nuevos analisis, con un tamafio mayor de muestras para los conjuntos de
calibracién y evaluacién, para evaluar de nuevo el posible uso de la espectroscopia FTIR en la
prediccidn de dcidos en zumos y néctares.

e Realizando un andlisis discriminante lineal (LDA) es posible clasificar satisfactoriamente
muestras de zumos y néctares comerciales a partir de los espectros obtenidos con un
espectrofotdmetro FTIR, en funcidn del tipo de fruta.

e En base a los resultados obtenidos en el presente trabajo la espectroscopia FTIR se
posiciona como una técnica rapida y sencilla para evaluar la autenticidad de zumos y néctares,

y evitar posibles adulteraciones en los mismos.
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