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RESUMEN

Para comprender la composicién de volatiles en guayaba fresca (Psidium
guajava L.) Palmira ICA-1, en este estudio se plantearon diferentes métodos de
extraccion: la extraccion liquido-liquido (L-L), la destilacion-extraccion simultaneas
con disolvente (SDE), la microextraccion en fase solida del espacio de cabeza (HS-
SPME) y la extraccion con fluidos supercriticos (SFE). Se establecieron semejanzas
y diferencias en la composicion de acuerdo al método usado. Los ésteres, aldehidos
y alcoholes fueron los mas representativos por L-L, SDE y HS-SPME, mientras que
por SFE predominaron los hidrocarburos. Un total de 134 compuestos fueron
identificados por los diferentes métodos de extraccién. Se determiné la contribucién
sensorial mediante el célculo de las unidades de olor (concentracién del
compuesto/umbral de olor) para los compuestos aislados por SDE, teniendo en
cuenta el efecto de la temperatura durante el método de extraccion. De igual forma
se estudio la influencia del pH en la composicion del aroma, 38 constituyentes
volatiles se identificaron como enlazados a glicésidos.

De otro lado, se realizé un estudio del mecanismo hidrodinamico (HDM) de la
deshidratacion osmoética con y sin pulso de vacio. Las mayores pérdidas de agua,
ocurrieron con los tratamientos a 50 °C y con disoluciones osmoticas de 50 y 40
°Brix. La mayor transferencia de solutos ocurrié a 40 y 50 °C con vacio pulsante. Se
demostro la influencia de los parametros como temperatura, tiempo y concentracion
de la disolucion osmotica en la cinética de la pérdida de agua, ganancia de solutos y
evolucion de la composicion de volatiles en el producto osmodeshidratado. En general,
las mayores pérdidas de voldtiles ocurrieron a 50 °C, mientras que las menores fueron a
30 y 40 °C hasta 2 h con disolucién osmética a 30 y 40 °Brix. Los ésteres fueron los
compuestos que sufrieron mayores pérdidas durante el proceso de deshidratacion

osmotica a presion atmosférica y con pulso de vacio.






ABSTRACT

In this study, different methods of extraction for further comprehension of the
volatiles composition of fresh guava (Psidium guajava L.) Palmira ICA-1 was used.
Extraction methods like liquid-liquid extraction (L-L), simultaneous distillation-
solvent extraction (SDE), headspace-solid phase microextraction (HS-SPME) and
supercritical fluid extraction (SFE) were used. It was shown the differences and
similarities of the volatile composition related to the used method. The most
representative compounds found by L-L, SDE and HS-SPME were esters, aldehydes
and alcohols, while by SFE the hydrocarbons were predominant. A total of 134
compounds were identified by the different extraction methods. The flavor
contribution of the volatiles isolated by SDE was calculated by the ratio of
concentration of the compound and its flavor threshold, taking into account the effect
of temperature during the extraction procedure as well as the pH influence over the
aroma composition. A total of 38 volatile constituents were identified as bonded to

glycosides.

On the other side, a study about the hydrodynamic mechanism (HDM) of the
osmotic dehydration with and without vacuum pulse was carried out. Major losses of
water occurred with a treatment at 50 °C and with osmotic dissolution at 50 and 40
°Brix. Major transfer rate of the solutes was observed at 40 and 50 °C with pulsing
vacuum. The significant effect of temperature, time of treatment, and the osmotic
dissolution concentration on the kinetic of water loss, recovering of solutes and the
evolution of the volatile composition in the osmodehydrated product was
demonstrated. In general, the major losses of volatiles occurred at 50 °C, while the
minor were at 30 and 40 °C up to 2 h with osmotic dissolution at 30 and 40 °Brix.
Esters were the compounds which suffered higher losses during osmotic dehydration

processes at atmospheric pressure and with vacuum pulse.






RESUM

Per a comprende la composicid de volatils en guaiaba fresca (Psidium guajava L.)
Palmira ICA-1, en este estudi es van plantejar diferents métodes déxtraccié liquid-
liquid (L-L), la destilacio-extracci6 simultanies amb dissolvent (SDE), la
microextraccio en fase solid del éspaci de cap (HS-SPME) i I'extraccido amb fluids
supercritics (SFE). Es van establir semblances i diferérencies en la composicio
d"acord al metode usat. Els ester, aldehids i alcohols van ser els més representatius per
L-L, SDE i HS-SPME, metres que per SFE van predominar els hidrocarburs. Un total
de 134 compostos van ser identificats pels diferents metodes d'extraccid. Es va
determinar la contribucid sensorial per mitjd del calcul de les unitants d olor
(concentracio del compost/llindar d*olor) per als compostos aillats per DONES, tenint
en compte léfecte de la temperatura durant el métode d extraccio. De la mateixa forma
es va estudiar la influencia del pH en la composicié de I'aroma, 38 constituents

volatils es van identificar com enllaCats a glicésits.

D’un altre costat, es va realizar un estudi del mecanismo hidrodinamic (HDM) de la
deshidratacido osmotica amb i sense pols de buit. Les majors pérdues d'aigua, van
ocorrer amb els tractaments a 50 °C i amb dissolucions osmotiques de 50 i 40 °Brix.
La major transferencia de soluts va ocorrer a 40 i 50 °C amb buit polsen-te. Es va
demostrar la influencia dels parametres com a temperatura, temps i concentracio de la
dissolucio osmotica en la cinética de la perdua d aihua, guany de soluts i evoluci6 de
la composicio de volatils van oc6rrer a 50 °C, mentres que les menors van ser a 30 i 40
°C fins a 2 h amb dissolucié osmotica a 30 i 40 °Brix. Els ester van ser els compostos
que van patir majors perdues durant el procés de deshidratacid osmotica a pressio

atmosférica i amb pols de buit.
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I. INTRODUCCION












1. ASPECTOS GENERALES, COMPOSICION Y PROPIEDADES DE LA
GUAYABA

1.1 LAGUAYABA

La guayaba (Psidium guajava L.) es originaria de Ameérica tropical, posiblemente
con lugar de origen entre México y Per(. Es una planta arbérea, de 2 a 8 m, pero puede
llegar a crecer hasta 12 m dependiendo de las condiciones climaticas. En otros paises
también se le conoce como guayabo, guara, arrayana, luma y guava (inglés). Se
desarrolla en climas con una temperatura entre 18 y 28 °C. Pertenece a la familia de las
Mirtaceas que incluye mas de 200 especies. En Colombia se cultivan distintas
variedades como son: cimarrona, coronilla, pera, costefia, australiana, china, manzana
blanca, manzana roja, agria, peruana, brasilera, martinica, momposina, rosada,
acanalada, colorada, blanca, polonuevo, llanera y algunas otras mejoradas como son la
Trujillo-2, D-13, D-14, Palmira ICA-1 y Palmira ICA-2.

Los principales paises productores en Latinoamérica son Colombia, Brasil, México,
El Salvador, Venezuela, Perl y Ecuador. En Colombia existe una produccion anual de
101 048 t (solo para consumo interno), de los cuales el 70 % es para consumo fresco y
el 30 % para la industria. La mayoria del territorio colombiano cultiva la guayaba
principalmente en los departamentos de Santander, Cundinamarca, Tolima, Valle,
Antioquia y la Costa Atlantica. En el mercado a nivel nacional tiene una demanda alta,
solo para la produccion de bocadillo se destinan anualmente 38 000 t, con un valor de
veintiun mil millones de pesos, sin contar el consumo en fresco, ni la preparacion de
jaleas, ni mermeladas dentro del pais. A nivel internacional, los consumidores son
principalmente EE.UU., Alemania, Japén y Canada (pulpa congelada) (Camara de
Comercio, 2010).

De las guayabas existentes se escogid la guayaba pera (Palmira ICA-1), por su
aroma exquisito, rendimiento en la pulpa e intensidad del color. Se propone obtener un
producto con una nueva presentacion que facilite la exportacion, y genere una
alternativa de consumo e ingresos. En Colombia se exportan alrededor de 192.000 t de

guayaba, de todas éstas la méas apetecida es la de color rojo aperada, debido a su alto
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contenido nutricional en vitaminas A, B;, B, y vitamina C, de igual manera es
importante el contenido de aminoacidos esenciales tales como triptofano, lisina y
metionina. La coloracion roja se debe principalmente a la presencia de carotenos y el
sabor ligeramente astringente a la presencia de taninos.

Uno de los principales inconvenientes que presenta la exportacién de la guayaba se
debe al fruto debido a que es altamente delicado y perecedero, produciendo una baja
calidad del producto. Por esta razén, se exporta en dulce o como pasta de guayaba
llamada “bocadillo”, como consecuencia de ello es importante el desarrollo de nuevos
productos siendo la deshidratacion osmoética una buena alternativa.

La deshidratacion de frutos por conveccion ha sido usada a nivel industrial, por mas
de una década, como medio de obtencién y conservacion de fruta minimamente
procesada, sin embargo ocurren cambios en sus caracteristicas sensoriales. La
deshidratacion osmética es una técnica que permite reducir el contenido de agua por
inmersion del alimento en una disolucion concentrada con solutos como azUcar, xilosa o
en otros casos con sal, ocasionando un flujo de agua hacia la disolucion y de solutos
hacia el interior de la fruta, hasta alcanzar el equilibrio termodinamico. Esta técnica
protege y/o mejora las caracteristicas organolépticas del producto final (color y sabor),
ademads de presentar ventajas econdmicas frente a otros métodos de deshidratacion.

111 DESCRIPCION DEL FRUTO

El tiempo de maduracion del fruto varia entre los 120 a 150 dias después de pasada
la florescencia, aunque algunas variedades pueden llegar hasta los 300 dias,
dependiendo primordialmente de factores climaticos. La forma del fruto varia de
redonda a ovoide y/o aperada o acanalada. El color de la corteza del fruto presenta
tonalidades que van de verde claro a oscuro y de amarillo a anaranjado; puede ser
delgada, media o gruesa. La pulpa presenta diferentes tonalidades: blanca, crema,
amarillenta, anaranjada, rojiza y morada. El peso del fruto cuando estd maduro es
variado; puede pesar de 25 hasta mas de 600 g, con un porcentaje de semilla que va del

1 al 25% aproximadamente. Acerca del sabor, varia de dulce a muy acido y respecto al
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aroma se caracteriza por una nota exquisita casi siempre dulzona muy penetrante, fuerte,
hasta ligeramente débil. Para el presente estudio se escogio la especie mejorada Palmira
ICA-1, por el rendimiento de la pulpa, que puede llegar hasta los 450 g por fruto, el
color rojo intenso y aroma especialmente dulce, que hacen de esta fruta un atractivo
especial al paladar. El fruto aperado tiene un didmetro que varia de 5 a 15 cm y una

altura de 10 a 15 cm.

1.1.2 IMPORTANCIA DE LA GUAYABA

La guayaba es muy apetecida por su sabor y aroma especial. Se consume como
zumo, refresco, en postre como jalea, en pasta para la elaboracién de diversas clases de
bocadillo que, mezclado con un alto contenido de azucar, es el producto principal de
exportacién con una importancia econémica en los departamentos de Cundinamarca,
Boyaca y los Santanderes. Industrialmente la guayaba es una fruta altamente procesada,
cuyo principal producto, el bocadillo se ha logrado colocar en los mercados
internacionales.

La guayaba roja se usa para la elaboracién del bocadillo del mismo color y
combinada con la blanca dan la apariencia de tiras de colores. El bocadillo es una pasta
del dulce de guayaba, que existe en diferentes presentaciones, puede ser dura y seca
Ilamada bocadillo velefio, hasta una mas fluida rellena con arequipe (dulce de leche),
también es utilizada como material de relleno en pasteleria.

Desde el punto de vista familiar es una buena alternativa para el consumo como
refresco en agua, batido con leche y azlcar, que es llamado sorbete. Cocido a fuego
lento con azucar forma una jalea que se sirve con queso a manera de postre. Desde el
punto de vista nutricional es un recurso econdmico y facil de conseguir apreciado por su
alto contenido en vitamina C, es vital para combatir los resfriados y desordenes
estomacales.

La variedad mas usada para la fabricacion del zumo es la guayaba coronilla, de
forma redondeada, que tiene un contenido de fibra menor y la guayaba pera es usada

para la exportacion de la pulpa pasteurizada. La produccion de guayaba se encuentra en
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todo el territorio nacional, pero respecto a cultivos tecnificados, Santanderes, Boyaca,
Cundinamarca, Tolima, Huila, Valle del Cauca y la Costa Atlantica son los principales
productores de esta variedad, las cosechas mas grandes se presentan en Febrero y
Diciembre. Sin embargo, con cultivos tecnificados, de buen riego y varias podas en el
afio, la produccién es permanente.

1.1.3 COMPOSICION QUIMICA.

La guayaba, inicialmente verde y dura, pasa a un estado de maduracion en el
transcurso de 15 dias después de alcanzar su maximo diametro. La céascara, se torna de
amarilla a rojiza dependiendo de la variedad. A medida que avanza la maduracion se
vuelve méas aromética, menos dura y el contenido de azlcares aumenta
considerablemente.

Es un recurso muy utilizado, gracias a su alto contenido de acido ascérbico el cual
puede llegar hasta 300 mg /100 g de pulpa. Es rica en fosforo, calcio, vitaminas y tiene
una buena fuente de pectinas sobre todo cuando esta madura (Calderdn, 1995).

El agua es el componente mayoritario de las frutas frescas, posee un bajo contenido
cal6rico, pero indiscutiblemente la propiedad més importante es el contenido de
vitamina C, de seis a siete veces mayor que el encontrado en citricos como la naranja.
Sin embargo, algunas sus propiedades varian ligeramente de una variedad a otra que, en
general, se clasifican por su color; como guayaba blanca (Glum Sali) y guayaba roja
(Palmira ICA-1) (Tabla I.1).
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Tabla 1.1 Cuadro comparativo composicional de dos variedades de guayaba

Contenido en 100 g de Variedades
pulpa Blanca Roja
Calorias 36 36
Agua (9) 86 86
Proteina (g) 0,9 0,9
Grasa (g) 0,1 0,1
Azlcares (9) 9,5 9,5
Fibra (g) 2,8 2,8
Cenizas (g) 0,7 0,7
Calcio (mg) 15 17
Fasforo (mg) 22 30
Hierro (mg) 0,6 30
Vitamina A (U.1.) 0,03 400
Tiamina (mg) - 0,05
Riboflavina (U.1.) 0,03 0,03
Niacina (U.1.) 0,6 0,6
Vitamina C (mg) 240 220

1.2 El AROMA DE LA GUAYABA

El aroma de guayaba ha sido estudiado por varios investigadores (Pino et al., 1990;
1999; 2001b; 2002; 2002a; Steinhaus et al., 2008, 2009; Quijano et al., 1999; Vernin et
al., 1991; Nishimura et al., 1989; Askar et al., 1986;), que la definen como de sabor
muy dulce. Su composicién varia dependiendo del método de extraccion, del pH de la
fruta, del grado de madurez, de la variedad. Los estudios muestran alrededor de 200
compuestos identificados, donde predominan particularmente los ésteres. En dos
variedades de guayaba blanca y rosada cosechadas en Japon (Nishimura et al., 1989) se
identificaron 122 compuestos, donde sobresalieron los aldehidos con seis dtomos de
carbono, responsables del aroma a verde. En la guayaba procedente de Egipto se
identificaron 192 compuestos entre los que predominaron los ésteres etilicos, el acetato
de 3-fenilpropilo, alcohol cinamico, junto con las y- y 8-lactonas (Vernin et al., 1991).
En este trabajo se consideraron como constituyentes mayoritarios, el acetato de (2)-3-
hexenilo y su correspondiente alcohol, la 2-pentanona, el acetato de 3-fenilpropilo y el
3-fenilpropanol. Vernin cita en su articulo, que los componentes principales de la

cascara de la guayaba procedente de Filipinas fueron los sequiterpenos y monoterpenos
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de ellos los mas abundantes fueron el B-cariofileno, aromadendreno, B-bisaboleno y los
monoterpenos algunos de ellos oxigenados como el a-pineno, limoneno, 1,8-cineol, o-
terpineol, detectados mediante el método de extraccion del espacio de cabeza
(headspace). Otros compuestos como tiazolidinas han sido identificadas en esta fruta
(Fernandez et al., 2001). Compuestos azufrados fueron detectados en la guayaba por
deteccion con quimioluminiscencia (Kénig et al., 1998).

1.3 DESHIDRATACION DE LOS ALIMENTOS

La deshidratacion desde la antiguedad, ha sido usada como una de las principales
técnicas de conservacion de los alimentos. El principal objetivo de la deshidratacion es
extender la vida dtil, gracias a la reduccién del contenido de humedad en los alimentos,
disminuyendo la actividad acuosa, lo que genera una actividad microbiana menor, que
junto con el valor del pH, si es &cido, alargan la vida del alimento sin deteriorarse,
aungue algunas de sus propiedades organolépticas pueden cambiar. Uno de los métodos
mas antiguos de conservacion de los alimentos es el secado solar, técnica ristica que se
ha modificado por métodos més sofisticados como: el secado en hornos por conveccion,
el secado por microondas, congelacion seguida de la liofilizacién, centrifugacion,

prensado y la osmodeshidratacién, entre otras (Pointing et al., 1966).

1.3.1 DESHIDRATACION OSMOTICA DE FRUTAS

La deshidratacion osmotica de frutas y algunos vegetales ha sido usada desde
mediados del siglo XX. Pointing et al. (1966), dieron este nombre al proceso mediante
el cual un alimento con buena consistencia, entero o fraccionado, es inmerso en una
disolucién azucarada o con sal de elevada concentracion en solutos, de manera que su
presion osmatica sea superior a la del alimento a deshidratar. El gradiente de presién
osmotica provoca un flujo de agua hacia la disolucion, a la vez que los solutos de la
disolucién entran al alimento por procesos de capilaridad. La diferencia de presion
igualmente genera salida de nutrientes como minerales y vitaminas hidrosolubles hacia

la disolucién.
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La deshidratacion osmotica también puede utilizarse como pre-tratamiento antes de
otros procesos como la congelacion o el secado de frutas, mejorando significativamente
las propiedades del producto final. La combinacién de la deshidratacion osmética con la
congelacién hace que disminuya la formacion de cristales de hielo dentro de la fruta, al
disminuir el contenido de agua, lo cual se ve reflejado en la disminucion de
modificaciones estructurales (Mugurama et al., 1987; llker y Szczesniak, 1990) y
sensoriales.

En cuanto al secado, la implementacion de un pre-tratamiento osmético mejora la
retencién de color, baja el nivel de degradacién de la vitamina C, mejorando la
estabilidad, al modificar o aumentar la composicion de azlcar en la fruta. La
concentracion de esta produce un efecto protector (Torreggiani et al., 2001), debido a
gue modifica la temperatura de transicién vitrea de la fruta, aumentandolo y como
consecuencia presenta un colapso estructural muy bajo (Ross y Karel, 1991; Levi y
Karel, 1995, citado por Torreggiani et al., 2001).

Una de las cualidades que més se ve beneficiada es el aroma y el sabor porque se
potencia el contenido de azlcares y compuestos furanicos, piranicos y ésteres
principalmente, reteniéndose éstos en los tejidos, mientras que los compuestos
carboxilicos y algunos alcoholes se eliminan hacia la solucién osmotica, debido
probablemente a las diferentes solubilidades de estos compuestos en el agua
(Torreggiani et al., 2001). Se puede decir que la deshidratacion osmoética mejora la
calidad de sabor a fresco de algunas frutas (Marltini et al., 1991; Panadés et al., 2003),
potencia el aroma de estas como la pifia (Pino et al., 1999) o fresa (Talens et al., 2001) y

prolonga la vida til del producto.
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2.1 OBJETIVOS

2.1.1 OBJETIVO GENERAL

El objetivo general consistié en caracterizar la composicién de constituyentes
volatiles en el aroma de la guayaba pera (Psidium guajava L., var. Palmira ICA-1)
fresca, mediante diferentes métodos de extraccion. Determinar la influencia del pH en la
composicién de volatiles durante la extraccién y los constituyentes enlazados
glicosidicamente. Establecer el efecto de los tratamientos osmaticos con disoluciones de
sacarosa de diferente concentracidn, en la cinética de deshidratacion con y sin pulso de
vacio de la guayaba pera (Psidium guajava L., var. Palmira ICA-1) y su evolucion en la

composicién del aroma.

2.1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar el perfil aroméatico de la guayaba pera fresca mediante distintos
métodos de extraccion.

o |dentificar los constituyentes volatiles en fruta fresca mediante diferentes
métodos de extraccion como: destilacién-extraccion con disolvente simultaneas
(SDE), extraccion liquido-liquido (L-L), microextraccién en fase solida por
espacio de cabeza (HS-SPME) y extraccion mediante el uso de fluidos
supercriticos (SFE).

e Estudiar la composicion de volatiles en funcién del pH: a la acidez de la fruta y
a pH neutro.

e Analizar los posibles constituyentes volatiles libres y los enlazados
glicosidicamente.

e Caracterizar la cinética de deshidratacion osmdtica de la guayaba pera, en
soluciones de sacarosa de diferentes concentraciones a presion atmosférica y
mediante la aplicacion del pulso de vacio.

e Estudiar el efecto de las soluciones osmdticas de diferente concentracion, en

sistema a presion atmosférica y con aplicacion del pulso de vacio, desde el punto



20

de vista del aroma.
o Analizar el efecto de los tratamientos osmaticos a diferentes tiempos de
deshidratacion en la evolucion del aroma.

2.2 PLAN DE TRABAJO

221 ESTUDIO DE LA COMPOSICION DE VOLATILES EN LA
GUAYABA FRESCA

e Preparacién de la muestra fresca para el estudio de la composicién de
volatiles, mediante cuatro métodos de extraccion: liquido-liquido (L-L),
destilacion-extraccion con disolvente organico simultdneas (SDE),
microextraccion en fase solida por espacio de cabeza (HS-SPME) y
extraccion con fluidos supercriticos (SFE).

o Concentracién de los extractos obtenidos por extraccion liquido-liquido y
destilacion-extraccion simultdneas con disolvente.

e Analisis de la composicion quimica del perfil cromatografico obtenido en
cada técnica, el cual comprende:

a) La identificacién de la mayoria de los constituyentes en cada extracto
mediante el analisis espectral de cada componente.

b) Cuantificacion relativa de los compuestos frente a la concentracion de
un patrén interno por cromatografia de gases CG-FID y cromatografia

de gases-espectrometria de masas (GC-MS).

2.2.2 EFECTO DE LA VARIACION DEL pH, EN LA COMPOSICION DE
VOLATILES Y DETERMINACION DE COMPUESTOS
ENLAZADOS GLICOSIDICAMENTE

e Preparacion de la muestra para la extraccion de volatiles por el método
LL ados valores de pH.

e Obtencion de los extractos, por el método anterior, secado y
concentracion de los mismos.
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e Separacion de los compuestos mediante métodos cromatograficos de los
extractos obtenidos.

e Andlisis de la composicidn quimica del perfil cromatografico obtenido a cada
valor de pH que comprende:

a) La identificacion de la mayoria de los constituyentes en cada extracto
mediante el anlisis espectral de cada componente.

b) Cuantificacion relativa de los compuestos frente a la concentracion de un
patrén interno por cromatografia de gases CG-FID y cromatografia de
gases-espectrometria de masas (GC-MS).

e Aislamiento, purificacion y liofilizacion de glicésidos mediante columna
cromatografica.

e Hidrdlisis enzimatica de compuestos enlazados glicosidicamente.

e Obtencidn del extracto de compuestos volatiles enlazados glicosidicamente.

e Separacién de los compuestos mediante métodos cromatogréficos de los
extractos obtenidos.

e Andlisis del perfil cromatogréafico de los volatiles obtenidos por hidrélisis
enzimaética.

e Cuantificacion relativa de los compuestos frente a la concentracion de un

patrén interno por cromatografia de gases con detector de llama (GC-FID) y

cromatografia de gases-espectrometria de masas (GC-MS).

2.2.3 CARACTERIZACION DE LA CINETICA DE DESHIDRATACION
OSMOTICA

e Preparacion de las muestras y de las disoluciones osmoticas para los
diferentes tratamientos osmoticos.

e Disefio experimental de los tratamientos osmoticos con y sin pulso de
vacio y realizacién de los experimentos correspondientes.

e  Caracterizacion de las propiedades fisicoquimicas de la materia prima y de
las muestras a lo largo de los tratamientos osmaticos: variacion de peso,

volumen, densidad, contenido de humedad y solidos solubles, a presion
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atmosférica OD y con pulso de vacio (PVOD).

La concentracion de las soluciones osméticas fueron de 20, 30, 40 y 50 (°
Brix).

Comprobacion de los balances de materia para todas las series
experimentales

Andlisis de la cinética de pérdida de peso y volumen, asociada con la
pérdida de agua y ganancia de solutos en las muestras.

Anadlisis de los cambios de composicién ocurridos en la fraccién liquida de
las frutas a través de una aproximacion difusional.

Andlisis de los rendimientos en cada tratamiento a través de la evolucion
de la pérdida de peso y volumen en funcién de la concentracion alcanzada

en la fase liquida de la muestra.

EFECTO DE LA DESHIDRATACION OSMOTICA EN LA
COMPOSICION DE VOLATILES

Preparacion de las muestras para la extraccion del aroma en guayaba pera
fresca y deshidratada.

Obtencion de los extractos a diferentes tiempos de deshidratacion con y
sin pulso de vacio, por el método de extraccion mas adecuado.
Concentracion de los extractos obtenidos.

Separacién cromatografica de los extractos obtenidos usando dos clases
diferentes de fases estacionarias.

Anélisis de la evolucidn del aroma e identificacion de los componentes en
estudio, mediante la espectrometria de masas.

Identificacion de los compuestos volatiles mayoritarios y su
cuantificacion por cromatografia de gases (GC) y cromatografia de gases-

espectrometria de masas (GC-MS).
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3.1 INTRODUCCION

La guayaba es un fruta ampliamente distribuida de la que existe diversidad de
especies y de ellas alrededor de 80 se encuentran en Colombia (Calder6n, 1995).
Existen estudios sobre la composicion del aroma de la guayaba, proveniente de
diversos paises, pero no en todos los casos se especifica la variedad, siendo
importante para ver semejanzas y diferencias entre ellas. El estudio del perfil
aromatico, ha mostrando que la composicion del aroma es una mezcla de compuestos
con diferente grupo funcional (Quijano et al., 1999, 2004).

Diversos métodos de extraccion han sido utilizados para obtener los volatiles del
aroma de guayaba: destilacion a presion reducida, extraccion liquido-liquido (L-L),
destilacion-extraccion con disolvente simultdneas (SDE) y analisis del espacio de
cabeza.

Stevens et al. (1970), Wilson y Shaw (1978, 1982), fueron los primeros
investigadores que realizaron el estudio del aroma en el puré de guayaba. Reportan
como constituyentes importantes dos hidrocarburos terpénicos y el B-cariofileno
como uno de los componentes sensorialmente mas importantes. Nishimura et al.
(1989), mediante extraccién con diclorometano en zumo de guayaba blanca y rosada
y en el puré, identificaron 122 compuestos. De ellos, los ésteres, aldehidos y
alcoholes fueron los componentes méas representativos. En guayaba procedente de
Egipto, Vernin et al. (1991), identificaron 132 volatiles, donde los ésteres y derivados
terpénicos fueron los méas abundantes. Los autores sefialaron que la composicion
hallada era muy diferente a la informada en otros trabajos. Nuevamente este método
fue empleado para analizar los compuestos volatiles en puré y se cuantificaron 51
compuestos (Jordan et al., 2003). EI componente mas abundante fue la 3-hidroxi-2-
butanona. Quijano et al. (1999), estudiaron la composicién de volatiles en dos
variedades de guayaba, mediante la extraccién L-L y fraccionamiento del extracto
sobre silica gel; 86 compuestos fueron identificados en guayaba peray 77 en guayaba
manzana.

El analisis del espacio de cabeza es una técnica que permite aislar y concentrar

sustancias volatiles en fase de vapor en equilibrio con la matriz condensada, se basa
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en la adsorcién de estos constituyentes sobre fibras de polaridad diferente, que unida
a la alta sensibilidad de los métodos instrumentales, permite conocer la composicion
de volatiles sin uso de disolventes. De esta forma, Toulemonde y Beauverd (1985),
utilizaron trampas sobre carbdn activado con el paso de un gas de arrastre inerte. En
este estudio se identificaron mas de 50 componentes, algunos reportados por primera
vez. En 1994, Bassols y Demole usaron el procedimiento dindmico e identificaron
compuestos azufrados como el 2-pentanotiol, considerado como un contribuyente
caracteristico del aroma de la guayaba. Yen y Lin (1992), mediante el uso de la
técnica de purga y trampa acoplada a la cromatografia de gases y a la espectrometria
de masas (P&T-GC-MS), evaluaron la composicion de la fraccion volatil para el jugo
de guayaba y definieron como constituyentes mayoritarios los ésteres y los alcoholes.
Otro método de extraccion de volatiles, es la HS-SPME, Paniandy et al. (2000),
mediante éste, analizaron la pulpa y sefialaron a la y-butirolactona y al nerolidol como
contribuyentes importantes del aroma.

Los estudios realizados revelan que los componentes del aroma de guayaba son
principalmente: ésteres, aldehidos, alcoholes, terpenos y algunos compuestos
azufrados. Como componentes mayoritarios son considerados, el B-cariofileno,
alcoholes de tipo Cg: (2)-3-hexenol, (E)-3-hexenol, hexanol y aldehidos tal como:
hexanal y (E)-2-hexenal, ésteres del acido acético entre ellos el acetato de (Z)-3-
hexenilo y acetato de 3-fenilpropilo, otros de composicién variada como el alcohol
cindmico y las y- y &-lactonas (Quijano et al., 1999).

En la guayaba blanca, Yusof y Mohamed (1987), estudiaron en tres estados de
maduracion la composicion quimica y de volatiles. Los estados de madurez fueron
caracterizados de acuerdo a la evolucién del color, pH, acidez, contenido de azUcares,
solidos solubles, vitamina C y constituyentes volatiles. De ellos los sesquiterpenos
como el B-cariofileno y el a-selineno se perfilaron como los mayoritarios y los que
mas cambiaron con el progreso de la maduracidn fueron los ésteres y aldehidos.

En un estudio similar sobre guayaba blanca (cv. Coltibel), se analizaron los
componentes volatiles y no volatiles en diferentes estadios de madurez, los aldehidos,
(E)-2-hexenal, (E)-3-hexenal predominaron y durante la madurez, fueron los ésteres

como el acetato de (Z2)-3-hexenilo y acetato de (E)-3-hexenilo y los sesquiterpenos
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como el B-cariofileno, a-humuleno y B-bisaboleno presentes en concentraciones altas
(Soares, 2007). Los volatiles obtenidos fueron determinados con la técnica del
espacio de cabeza y analizados mediante cromatografia de gases — masas (GC-MS).
Respecto al contenido de &cido ascdrbico se observd que decrece durante la
maduracién, mientras que la actividad de la enzima pectinmetilestearasa se
incrementa con el progreso de la maduracion.

La guayaba comin en Cuba ha sido muy estudiada (Ortega y Pino, 1998; Pino et
al., 1990). Estos investigadores relacionaron las concentraciones de volatiles con la
composicién del aroma y su percepcion sensorial, concluyeron que los aldehidos son
contribuyentes importantes del aroma. Igualmente, Pino et al. (1999), en otro estudio
concluyeron que los componentes volatiles sensorialmente importantes de la guayaba
son el B-cariofileno, y los ésteres como el acetato de 3-fenilpropilo, acetato de (E)-3-
hexenilo y el acetato de (E)-cinamilo.

Otras frutas del género Psidium también fueron analizadas por los mismos autores
(Pino et al., 2001a, 2002a, 2002b). De forma similar, en la guayaba llamada de Costa
Rica cultivada en Cuba, Pino et al. (2002b) identificaron 173 compuestos, de ellos los
mayoritarios fueron los sesquiterpenos.

Posteriormente se publican algunos estudios sobre la composicion de volatiles en
hojas mediante diferentes métodos de extraccion, entre ellos la extracciéon de
sustancias con fluidos supercriticos (SFE), Sagrero-Nieves et al. (2006), identificaron
los sesquiterpenos, como constituyentes mayoritarios. Otros autores como Ekundayo
et al. (2006) y Pino et al. (2001b), hallaron compuestos similares por otros métodos
de extraccion. Garcia et al. (2009), realizaron un estudio sobre constituyentes
volatiles libres y enlazados glicosidicamente en hojas de guayaba pera Palmira ICA-
1, los terpenos fueron los constituyentes mayoritarios, algunos de ellos oxigenados.
Quijano (2004), efectud un estudio en diferente época del afio sobre la composicion
del aroma en pétalos, sépalos y estambres en dos variedades de guayaba Palmira
ICA-1 y Glum Sali, encontr6 diferencias muy marcadas en la composicion de estas
dos variedades, respecto a sus grupos funcionales.

De otro lado Steinhaus et al. (2008), en el extracto obtenido por el método de

evaporacion asistida con disolvente (SAFE), reportan 31 componentes volatiles en la
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guayaba regional colombiana (variedad roja). Los resultados de la identificacion de
éstos compuestos junto con los factores de dilucién revelan que los constituyentes de
tipo furanico al igual que algunos compuestos azufrados, hexanol y ésteres son los
contribuyentes importantes del aroma de esta fruta.

Los mismos autores, publicaron los resultados acerca de la cuantificacion y
calculo de la actividad de olor (OAV) en diecisiete compuestos, mediante el ensayo
de estabilidad isotopica (2009). Como compuestos impacto caracteristicos de la
guayaba el (2)-3-hexenal, 3-sulfanil-1-hexanol, 4-hidroxi-2 ,5-dimetil-3 (2H)-
furanona, acetato de 3-sulfanilhexilo, hexanal, butanoato de etilo, acetato de cinamilo
y metional, algunos de estos ya habian sido reportados por Quijano et al. (1999).
Posteriormente, se observaron cambios en la actividad de olor durante la maduracion,
en dos variedades regionales de guayaba mediante analisis por dilucién isotopica
(SIDA), donde se observé un decrecimiento en la concentracion de aldehidos de seis
carbonos y algunos compuestos azufrados (Sinuco et al., 2010). Recientemente se
efectud un estudio sobre microencapsulacion del aroma de la guayaba (Osorio et al.,
2011). En otro estudio el perfil de volatiles mediate HS-SPME, efectuado en polvo de
guayaba, se encontr6 una similitud en la descripcion sensorial desarrollada por

olfafometria con respecto del andlisis cromatograficos (Osorio et al., 2011a)

Recientemente Peralta (2010), optimizo los parametros para la obtencion de
pectina desodorizada y despigmentada en pulpa de guayaba Palmira ICA. Usaron
SFE y etanol como cosolvente. El aroma obtenido en el extracto etandlico se atribuy6

a la presencia de constituyentes impacto de la guayaba (Quijano et al., 1999).

311 METODOS DE EXTRACCION Y EQUIPOS USADOS PARA EL
ESTUDIO VOLATILES

La composicion del aroma en el alimento es complejo debido a varios factores
como son: la diversidad de las especies, las condiciones de madurez, clase de
procesamiento, volatilidad de los compuestos, pluralidad de las funciones quimicas

que lo constituyen, asi como del sistema de extraccion. Acerca de estos ultimos
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existen algunos métodos tradicionales y otros mas novedosos que requieren equipos
mas sofisticados y mayor inversion. Dentro de los métodos tradicionales se encuentran
el método de extraccion liquido-liquido (Drawert y Rapp, 1968), destilacion-
extraccién simultaneas con disolvente (Likens y Nickerson, 1964), por espacio de
cabeza (headspace) (Bassols y Demole, 1994) y los mas novedosos, la
microextraccion en fase solida (Pawliszyn y Arthur, 1990, 1997, 1999a, 1999b) y la
extraccion con fluidos supercriticos (Chester et al., 1994, 2000; Prassad, 1994), este
Gltimo usado especialmente en la extraccion del aceite de semillas. Los métodos

usados en el presente estudio son descritos a continuacion.

3.1.1.1 DESTILACION-EXTRACCION CON DISOLVENTE
SIMULTANEAS (SDE)

La destilacion extraccion con disolvente simultaneas (Chaintreau, 2001),
consiste en extraer los constituyentes del aroma en fase de vapor provenientes de la
ebullicion del zumo de la fruta con el disolvente también en esta misma fase. Los
vapores provenientes de la fase acuosa, como orgéanica son mezclados en forma
continua. Esta técnica permite aislar los constituyentes volatiles de la fruta en un
tiempo de 1 h. La Figura 1.1, muestra un equipo para la destilacién - extraccién
simultaneas con disolvente.

El equipo tradicional propuesto por Chaintreau (2001), consiste en un matraz (10)
en el que se coloca la muestra homogenizada en disolucién acuosa cuando se realiza
al pH de la fruta o en disoluciones buffer para otro valor de pH. En el recipiente (2)
se coloca el o los disolventes previamente destilados, provistos con una manta de
calentamiento con control de temperatura. En (6) la parte baja del tubo en U se
coloca una pequefia cantidad de agua destilada. El recipiente (10), se somete a
ebullicion mediante una manta de calentamiento. Se mezclan el vapor de agua y el o
los disolventes que ascienden hasta los refrigerantes, donde son condensados. Las
fases acuosa y organica se recolectan en el tubo en U y por diferencia de densidades
se separan. Debido al efecto de sifén, cada fase cae en su respectivo matraz, de esta
forma, el disolvente se enriquece con los volatiles extraidos, repitiéndose el proceso

descrito durante el tiempo que se desee.
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Condensador superior

Salida de refrigerante
Entrada refrigerante (-2 °C)
Condensador medio
Condensador inferior
TuboenU

Llave de corte

Matraz forma aperada

Bafio de agua caliente (37 °C)
. Matraz redondo

. Manta de calentamiento

Figura I11.1 Equipo para la destilacidn-extraccion con disolvente simultaneas
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3.1.1.2 EXTRACCION LIQUIDO-LIQUIDO (L-L)

Es una técnica desarrollada por Drawert y Rapp (1968), mediante la cual se
extraen los volatiles de la muestra en fase acuosa por contacto directo y continuo
con el sistema de disolventes permitiendo obtener compuestos de diferente
polaridad. En esta técnica, la muestra no es sometida a tratamiento térmico por lo
tanto permite extraer constituyentes caracteristicos de la fruta y otros generados por
manipulacién de la muestra a temperatura ambiente. Cuando se trabaja al pH de la
fruta, el cual es &cido, ocurre liberacién de compuestos debido a la accién de la
enzimas, mientras que cuando se extrae a pH neutro hay una inhibicidn enzimatica
(Parada et al., 2000). Para efectuar la extraccidon se requiere la eliminacion de
particulas en suspensién del zumo de la fruta mediante centrifugacion con el fin de
permitir el paso del disolvente mas facilmente a través de la muestra. El extracto
obtenido es congelado para eliminar el agua y puede ser concentrado por una
corriente suave de nitrdgeno o por eliminacion del sistema de disolventes a una
temperatura no superior a los 40 °C. La Figura I11.2, muestra un equipo para la
extraccion liquido- liquido (L-L).

La técnica se usa para muestras en estado acuoso, generalmente zumos de frutas
libre de residuos, razén por la cual la muestra se somete a centrifugacion, trabajando
solo el sobrenadante que se coloca en un equipo L-L, para la extraccion de volatiles.
Este consta de un refrigerante (1), por el cual circula la mezcla de etanol-agua a 2 °C
en forma continua, una columna (2) en la que se coloca el sobrenadante y el tubo
(3), que permite recircular el sistema de disolvente a través de un vidrio sinterizado
(4), que permite la salida del sistema de disolvente. En el balén (5) se coloca la fase
orgénica provista de una manta de calentamiento (6) con control de temperatura. La
fase organica se evapora a T° baja y asciende hacia el refrigerante y luego de
condensarse cae en el tubo (2), forzando la salida por la parte inferior del tubo a
través del vidrio sinterizado. La fase organica pasa a la fase acuosa ascendiendo por
la parte externa a través del sobrenadante, extrayendo los volatiles. Por rebose, la

fase organica cae en el balon (5), llevando consigo los volatiles.
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El proceso recircula durante un tiempo determinado, obteniendo un extracto

organico rico en volatiles.

1. Refrigerante
2. Columna con sobrenadante

3. Tubo recolector de disolvente

1
4. Vidrio sinterizado
5. Matraz
6. Manta de calentamiento
H-3
L
2 |
F_._
" 5
q (]
o]
b 6
of
4

Figura I11.2 Equipo para la extraccion liquido-liquido
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3.1.1.3 MICROEXTRACCION EN FASE SOLIDA POR ESPACIO DE
CABEZA (HS-SPME)

La microextraccion en fase sélida por espacio de cabeza, cuya sigla en inglés es
SPME, es una de técnica de extraccion de analitos que se adsorben sobre una fibra
de gel de silice recubierta con material polimérico. Los compuestos atrapados se
desorben directamente en el puerto de inyeccién del cromatdgrafo de gases y son
conducidos a la columna cromatografica mediante el gas de arrastre. El empleo de
esta técnica elimina el uso de disolventes, reduce el tiempo de extraccion y por tanto
de andlisis (Pawliszyn, 1999b).

La técnica es sencilla, pero requiere de un control estricto del tiempo de
extraccién, de la desorcién de los volatiles en el inyector del cromatégrafo, ademas
del control de temperatura de la muestra durante la exposicion. Dependiendo de la
composicién de volatiles en la muestra, se escoge la fibra de acuerdo a la polaridad
de la muestra. En la Tabla I11.1 se muestran varias clases de recubrimientos de la
fibra.

Tabla I11.1 Fibras comerciales utilizadas para microextraccion en fase sélida

Fase estacionaria/espesor de

L Uso Caracteristicas
recubrimiento

No polar, para

PDMS: GC/HPLC  compuestos volatiles

Polidimetilsiloxano (7, 30 y 100 pum)

Polar, para compuestos

PA: GC/HPLC semivolatiles polares

Poliacrilato (85 pum)

Polar, para alcoholes y

CWIDBV: GC compuestos volatiles

Carbowax / Divinilbenceno (65 pm)

No polar para
compuestos volatiles,
GC aminas y
nitroaromaticos.

PDMS/DVB:
Polidimetilsiloxano/divinilbenceno (65 pm)

Para gases y

CAR/PDMS: GC compuestos de bajo
Carboxen/polidimetilsiloxano (75 y 85 pum) peso molecular.
DVB/CAR/PDMS:

Para deteccion de

Divinilbenceno/carboxen/polidimetilsiloxano GC
olores

(50/30 pum)
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En el analisis de volatiles por HS-SPME se deben tener en cuenta variables como:
polaridad y estructura del analito, clase de fibra, interaccion analito-fibra, tiempo de
extraccién, concentracion de las sustancias, velocidad de agitacion de la muestra
(Pawliszyn, 1999a). Otro factor importante que se debe tener en cuenta es la adicion
de sal, debido al efecto que causa la adicién sobre el aumento de la fuerza idnica,
mejorando la extraccion. Las mas usadas son NaCl, NaHCO;, K,CO; y NH,SO,.
Igualmente importante en la eficiencia de la extraccion es el tamafio del vial, entre
menor sea el volumen de este, menor serd la cantidad de la muestra y por tanto, los
tiempos de equilibrio seran mas cortos (Pawliszyn, 1999a).

La desorcion de los analitos por parte de la fibra depende de factores como la
temperatura, volatilidad del analito, espesor de la fibra, profundidad de la inyeccion,
temperatura del inyector y el tiempo de exposicion de la fibra en la muestra y en el
inyector.

La microextraccion en fase sélida es una técnica novedosa que permite obtener
perfiles de aroma especialmente en frutas frescas, jugos, vinos, algunos vegetales y
para la determinacion de pesticidas entre otros (Ibafiez et al., 1998; Pawliszyn, 1997;
Song et al., 1998; Diaz-Maroto et al., 2005; Raynie, 2006).

El equipo consta de un soporte que sostiene y protege la fibra similar a una micro
columna capilar muy corta, que sale al exterior cuando es empujada por una especie
de embolo que la sostiene. La fibra esta recubierta con una fase polimérica liquida o
solida que adsorbe los volatiles provenientes del espacio de cabeza. Existen varias
fibras usadas en la microextraccién en fase solida, de acuerdo con los compuestos que
se desean extraer se escoge la mas adecuada de acuerdo a la polaridad.

La extraccion se puede hacer en el laboratorio o en el campo por ejemplo para
obtener el aroma de flores en la planta. Cuando se realizan en el laboratorio,
generalmente se utilizan viales de volumen variable de acuerdo a la muestra. La
muestra generalmente viene disuelta en solucidn salina saturada, se usa agitacion
magnética enriquecer el espacio de cabeza y agilizar el estado de equilibrio entre la

fase liquida y gaseosa. El soporte y las fibras son comercializados por Supelco Inc.
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(Bellefonte, EE.UU.). Las fibras son activadas de acuerdo con las instrucciones del
fabricante.

La Figura 111.3 muestra las dos etapas del procedimiento por HS-SPME. En la
parte superior se encuentra la forma de adsorcién y en la figura inferior la desorcion

de los volatiles en el inyector del cromatografo.

A- Sisterna de extraccion en el
espacio de cabeza del wial

B- Desorcidn de volatiles en el
puerto de inyeccidn de CG

1. Jeringa de extraccion

2. Protector y fibra
Dretector
3. Muestra bajo agitacion
4. Plancha de
,,,,,,,,, calentamiento con
oo agitacion
=
E =7z o
5. Desorcion de volatiles
Cromatdgrafo de gases en el inyector del

Figura 111.3 Procedimiento para microextraccion en fase sélida
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3.1.1.4 EXTRACCION CON FLUIDO SUPERCRITICO

La técnica de extraccion con fluidos supercriticos (SFE), es una técnica basada en
el aprovechamiento de las propiedades fisicas de un fluido en estado supercritico
con el objeto de utilizarlo para realizar remocién parcial o total de algunos de los
constituyentes de una muestra (Luque, 1993).

En un diagrama de fases de una sustancia pura se aprecia que la curva de
equilibrio liquido-vapor se inicia en el punto triple y finaliza de manera abrupta en el
punto critico, a una presion y temperatura caracteristica para cada fluido. De esta

forma se define la region supercritica (Figura. 111.4).

Presion (bar)

{ Liquide Fluido supercritico
Solido /

AN i """'lf""""" Sy " Punto critico
A

" Gas |
S

""" Punto triple

Temperatura (°K) 303

Figura I11.4 Diagrama de fases del CO, supercritico

Un fluido en estado supercritico posee propiedades fisicas intermedias entre un
liquido y un gas. La densidad, difusividad, tension superficial y viscosidad son
algunas de éstas que hacen de un fluido en estado supercritico aprovechable como si
fuese un disolvente con propiedades de gas, con gran poder solubilizante sobre los
compuestos presentes en la matriz de un sélido, que varia en funcién de la presién y
temperatura. Al aumentar la presion, la densidad se incrementa al igual que la

temperatura.
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Gracias a las propiedades antes enunciadas los fluidos supercriticos pueden
desplazarse a través de la muestra rapidamente, transportando los analitos fuera de la
misma, lo que hace posible realizar extracciones en corto tiempo con rendimientos
iguales o mayores que los alcanzados por medio de disolventes liquidos, asi al
permitir que una mayor cantidad de fase extractante llegue hasta los sitios activos de
la matriz del s6lido, mayor sera la extraccion de los analitos.

De otro lado, al variar la presion y la temperatura también varian la densidad, la
viscosidad, difusividad y tension superficial del fluido, al aumentar ésta ultima
aumenta la difusividad y la tension superficial, si se disminuye la viscosidad e
incrementa la presion ocurre el efecto inverso.

El sistema de SFE, consta basicamente de cuatro componentes: un depdsito o
fuente del fluido (1), un sistema de impulsion cuya funcién es presurizar e impulsar el
fluido (2), una celda o cAmara de extraccion (3) y un sistema de despresurizacion (4).

Una SFE se puede realizar normalmente de dos formas, dindmica 0 estética, en la
primera un flujo constante de fluido pasa por la cAmara de extraccion y en la segunda
la camara se llena con el fluido y se le proporciona el tiempo suficiente para realizar el
proceso de extraccion utilizando s6lo una porcion de fluido (Hostettmann, 1998). La
Figura 111.5 esquematiza este sistema.

Celda
de la
muestra

(3)

CO, (2)
2 ) Restrictor co,
(4)

()
A Recoleccion
| del extracto

Bomba Bomba i en el
co2 modificadora s disolvente

Figura I111.5 Esquema de un sistema de extraccion con fluido supercritico
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En aplicacion de la SFE a semillas de frutos y en general en productos vegetales
(Kristen et al., 1995; Snyder et al., 1996), se usa como fase extractante el CO; en
estado supercritico ya que proporciona las mejores condiciones para la obtencién de
extractos, entre otras se tiene por ejemplo: condiciones moderadas de extraccion (T, =
31,1 °C y P, = 7 396,7 kPa) que permiten realizar la extracciéon de compuestos
termolabiles sin alteracion alguna de los mismos, no es toxico ni inflamable 6
corrosivo. El extracto puede ser eliminado por despresurizacion del sistema de
extraccion ya que es un gas en condiciones ambientales, su costo es
considerablemente menor en comparacion con los disolventes y es quimicamente
inerte en las condiciones de extraccion.

La composicién del aroma que se va a obtener depende del propdsito para el cual
se realiza la investigacion. Por ejemplo, si se desea extraer los volatiles producidos
por el material vegetal intacto sin ningln tratamiento de la muestra el método mas
aconsejable es el espacio de cabeza, mediante el cual la muestra, es colocada en una
camara hermética y los volatiles son arrastrados por un gas inerte, cuya mezcla pasa a
través de una columna que contiene un material adsorbente (generalmente Tenax GC),
para luego ser desorbidos con un disolvente apropiado. El tiempo de extraccion puede
variar dependiendo de la complejidad del perfil cromatografico de la fruta en estudio,

varia de minutos hasta 1 o 2 horas.

3.1.15 EQUIPO CONCENTRADOR PARA EXTRACTOS KUDERNA-
DANISH.

El concentrador Kuderna-Danish (Fig. I111.6), se usa como su nombre los dice los
extractos obtenidos por sistemas de extraccion L-L y SDE. Consta de un sistema de
destilacién fraccionada que permite retirar el disolvente del matraz aperado y de esta
forma obtener el extracto con los volatiles.

El equipo esta formado por un refrigerante (1), una columna Vigreaux (2), un
matraz de fondo redondo donde se recolectaron los disolventes destilados (3), un
matraz de forma aperada (4) que se calienta en bafio de agua (5) a una temperatura no

superior a 37 °C hasta obtener de 0, 1 a 0,2 mL.
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1. Refrigerante

i

o

= 2. Columna Vigreaux

H 3. Matraz de recoleccioén de disolventes
7 4. Matraz de forma aperada.

7t ]

42 ‘ , 5. Bafio de agua

o o=

7?
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Figura 111.6 Equipo concentrador Kuderna-Danish con columna Vigreaux.

3.2 MATERIALES Y METODOS

3.2.1 MATERIA PRIMA

La fruta de la variedad Palmira-ICA-1 (pera) fue recolectada en un cultivo
tecnificado, de &arboles en buen estado previamente marcados, en el municipio de
Coello, Tolima (Colombia). La regién se encuentra a 350 m sobre el nivel del mar,
temperatura promedio 28 °C, humedad relativa 60 %, suelo franco arcilloso. La
eleccion de las frutas se hizo in situ teniendo en cuenta, tamafio (8 a 10 cm de
didmetro ecuatorial y 10 a 12 cm de altura), color de corteza amarillo brillante
uniforme lo que corresponde al estado 6ptimo de madurez y ausencia de defectos

superficiales.
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Figura Il1. 7 Fotografia de la guayaba pera, entera y cortada en trozos

Una vez seleccionadas fueron cortadas del arbol en las primeras horas de la
mafana. El transporte se efectud en cajas de cartdn con compartimentos individuales
por fruto, para evitar dafios en la fruta. En el laboratorio las frutas se limpiaron con
un pafio absorbente ligeramente himedo para retirar impurezas y se dejaron por una
noche a temperatura ambiente (12 a 15 °C).

La fruta recolectada se distribuyd para cada proceso: liquido-liquido (L-L),
destilacion-extraccion con disolvente simultdneas (SDE), micro extraccion en fase

solida (SPME) y extraccion con fluidos supercriticos (SFE).
3.2.2 ANALISIS REALIZADOS

3.2.2.1 DETERMINACION DE SOLIDOS SOLUBLES

La fruta madura, desprovista de cascara y semilla, fue homogenizada para
determinar los solidos solubles (°Brix) mediante un refractémetro termostatado a 20

°C (ABBE ATAGO, 3T). La lectura corresponde al contenido de sdlidos solubles de

la fraccion liquida de la muestra, expresada en porcentaje.
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Para cada ensayo se hicieron tres determinaciones y se calculé el valor medio
cuando se obtuvo tres lecturas seguidas con una diferencia entre ellas menor de 0,2

°Brix.
3.2.2.2 DETERMINACION DEL VALOR DE pH

La determinacion del valor de pH de la fruta se realiz6 con un potenciémetro
Fischer Scientific Ar 50, que se sumergio6 en la fruta previamente homogenizada. Se
considerd la media de dos determinaciones efectuadas sobre la misma muestra con

una diferencia de 0.1 unidades de pH a la temperatura de 20 °C.
3.2.2.3 DETERMINACION DE LA DUREZA

Para la determinacién de la dureza se tomaron cuatro medidas ecuatoriales y dos
axiales con un durémetro manual modelo FT 327 (3-27 Lbs) (ltalia), usando un
cilindro de 1 c¢cm de didmetro. La lectura se expresdé en kilogramos fuerza por
centimetro cuadrado (k-f/cm). El valor de la dureza se reporta tomando el promedio de

las mediciones en cada fruta para insercion ecuatorial y axial.
3.2.2.4 DETERMINACION DE ACIDEZ

Para la determinacion de acidez se siguié el método de AOAC, 1996 para
productos liquidos procedentes de frutas y verduras. Para ello se pesaron 10 g de
muestra homogenizada en un matraz aforado de 100 mL que se completé con agua
hasta la linea de afore, una vez homogenizada la solucién, se tomaron de la misma
muestra 10 mL por triplicado, a cada una se le agregé fenolftaleina como indicador y
se titul6 con NaOH 0.1 N. La acidez fue calculada en porcentaje de acuerdo con la

férmula expresada a continuacion:

Ac=C@V1.@f (111.1)
M Vo
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donde:

M = masa del producto en gramos

Vo= volumen de la alicuota de la muestra (mL)

V1= volumen de hidréxido de sodio usado en la titulacion (mL)

C = concentracion de NaOH, expresada en Normalidad (eq-g/L sIn.)

f = factor correspondiente al miliequivalente como &cido citrico (f =0,070)

Para cada determinacién se calcul6 el valor medio de las tres determinaciones de

forma que no superen el 2 % del valor relativo de la muestra.

3.3 PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL PARA CADA SISTEMA DE
EXTRACCION DE VOLATILES.

3.3.1 PROCEDIMIENTO PARA EXTRACCION POR DESTILACION-
EXTRACION CON DISOLVENTE SIMULTANEAS (SDE)

La piel de la fruta y las semillas fueron retiradas manualmente. A 1 kg de fruta se
le agregd 1 L de agua destilada y 300 pg de n-decanol como patron interno, después
de homogenizar se someti6 a extraccion por SDE en un equipo con capacidad para 2
L de muestra. Una mezcla de 200 mL de pentano: éter etilico 1:1 (v/v) se usé como
disolvente. El extracto, después de congelado y seco, fue concentrado usando una
columna Vigreaux hasta un volimen de 0,2 mL, en bafio de agua a una temperatura
no superior a los 37 °C. Posteriormente el extracto se analiz6 por GC-FID y GC-MS.

El ensayo se hizo por triplicado.
3.3.2 PROCEDIMIENTO PARA EXTRACCION LIQUIDO-LIQUIDO (LL)
El tratamiento usado en la recoleccion, clasificacion y tratamiento de la frutas,

fue similar al descrito en el numeral 3.2.1. Se pesé 1Kg de pulpa desprovista de

semillas y después de homogenizarla con 1 L de agua destilada se centrifugé a 7960 G



43

a 4 °C durante 30 min. Al sobrenadante obtenido se le agregd 1 L de agua destilada
para facilitar la extraccion debido a la viscosidad del sobrenadante. De esta forma, el
zumo fue sometido a extraccidn con una mezcla de 200 mL, pentano: diclorometano
1:1 vlv, (cada disolvente fue previamente destilado usando una columna de
fraccionamiento). En este sistema de extraccién la muestra fue tratada a temperatura
ambiente y el sistema de disolvente estuvo en contacto directo con la muestra durante
8 h. El extracto fue retirado y congelado para separar la fase organica de la fase
acuosa y posteriormente se concentré en una columna Vigreux hasta 0,2 mL a una
temperatura no superior a los 37 °C. El extracto se analiz6 por GC-FID y GC-MS. El
ensayo se efectud por triplicado.

3.3.3 PROCEDIMIENTO PARA MICROEXTRACCION EN FASE SOLIDA
POR ESPACIO DE CABEZA (HS-SPME)

Se mezclaron 30 g de pulpa con 90 mL de una solucién de NaCl al 20 % con
ayuda de un homogenizador (Braun MR 400) por 10 min. La mezcla resultante fue
centrifugada a 1826 g, del sobrenadante 7 g fueron colocados en un vial de 15 mL. La
muestra se colocé en una bafio de agua termostatado a 40 °C durante 15 min con una
fibra de PDMS (100 um), que fue expuesta al espacio de cabeza para absorber los
volatiles durante 30 min. La muestra siempre se mantuvo bajo agitacién magnética a
360 rpm. La desorcion se efectud durante 2 min (tiempo optimizado) en el inyector
del cromatografo de gases a 250 °C. Se efectuaron ensayos preliminares para
establecer las condiciones experimentales respecto al SPME, en cuanto a tiempo de
extraccion y de desorcién de la muestra. En la Fig. 111.3 se muestran los pasos del

procedimiento. El ensayo se efectu6 por triplicado.

3.3.4 PROCEDIMIENTO PARA LA EXTRACCION CON FLUIDO
SUPERCRITICO (SFE)

Para realizar la optimizacion por SFE se tomaron 6 guayabas pera en el mismo

estado de madurez usado para las otras determinaciones. La pulpa fue cortada en
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pedazos de aproximadamente 0,5 cm? los ensayos se efectuaron por triplicado y se
mezclaron al azar. Una muestra representativa se pes6 y coloco en un extractor.

La muestra se presurizd con CO, en un equipo a escala de laboratorio segun el
diagrama de proceso de la Figura I11.8. Analisis previos sobre extraccion del aroma de
esta fruta fueron realizadas en un equipo con patente de SIC (Parada, 2002), se
demostr6 que las mejores extracciones se obtuvieron a 40 °C. En el caso de la
guayaba, se hicieron varios ensayos variando la presion de extraccion (10, 14 y 18
MPa), para buscar el mayor nimero de compuestos volatiles. Una muestra de 4,00 g
de guayaba se colocé dentro del extractor cilindrico de 2,54 cm d.i x 4,12 cm, el CO,
empleado fue suministrado desde el cilindro de gas (1) y dirigido hacia la bomba (2)
para ser comprimido. Cuando los ductos se llenaron con CO, comprimido, se abri6 la
valvula V, para dejar pasar el gas hacia el extractor (4), donde se encuentra la muestra
y se inicio el calentamiento de este mediante la resistencia (3), que esta unida a un
termopar (6) que regula las condiciones térmicas del extractor.

2 3

Figura 111.8 Diagrama del equipo de SFE: (1) cilindro CO,; (2) bomba; (3)
resistencia; (4) extractor; (5) separador; (6) termopar; (7) salida
de COy; (8) salida del extracto; V;-Vs valvulas de cerrado. M;-M,
mandmetros

Cuando el manémetro M; indica la presidn escogida para el ensayo (10, 14 y 18
MPa), la valvula V, se cerrd en cada caso, para permitir que el CO, en estado

supercritico inicie la extraccion durante 1 h. Posteriormente se abre la valvula V3, para
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permitir que el extracto obtenido, junto con el fluido supercritico, pasen al separador
(5), donde luego de la extraccion, se despresuriza el sistema hasta llegar a una presion
manométrica en M, de 3 MPa. En ese momento se cierra la valvula Vs.
Posteriormente se abrié lentamente la valvula V, por donde fue evacuado el CO, (7),
gue ya no se encuentra en estado supercritico y facilmente se puede eliminar, mientras
gue la muestra permanece en el separador.

La despresurizacion se efectud lentamente hasta alcanzar una presion manométrica
en M; de 3 MPa. Posteriormente se despresurizo todo el sistema gradualmente hasta
llegar a un gradiente de presién a 3,45 MPa (500 psi).

Los volatiles, fueron recolectados sobre 3,0 mL de éter etilico previamente
colocado en el separador (5). Finalmente se abre la valvula Vs muy lentamente y el
extracto se recolect6 en vial de 5,0 mL, provisto de un bafio de hielo (8). El separador
(5), después de cada ensayo fue lavado con 1 mL de éter etilico, para recoger trazas de
muestra y unirlas al extracto total.

El mayor nimero de constituyentes se obtuvo usando una presién real de 13,78
MPa (2000 psi) equivalente a los 14 MPa propuestos. El extracto fue congelado para
retirar las trazas de agua y posteriormente se concentrdé en una columna Vigreaux

hasta 0,2 mL. El ensayo se efectu6 por triplicado.

3.4 ANALISIS CROMATOGRAFICO

3.4.1 CROMATOGRAFIA DE GASES DE ALTA RESOLUCION (GC-FID)

Los componentes volatiles fueron analizados por cromatografia de gases de alta
resolucién con un equipo HP-6890 serie Il (Agilent Technologies, California.
EE.UU.), provisto con un detector de ionizacion de llama de hidrogeno (FID). El
analisis se efectud pasando cada extracto por una columna polar de silica fundida HP-
Innowax y otra de polaridad media HP-5MS, con iguales dimensiones (30 m x 0,25
mm x 0,25 um de espesor de pelicula).

El programa de temperatura con el cual se trabajo la columna fue el siguiente: se

mantuvo isotérmicamente durante 4 min en 50 °C, luego se increment6 la temperatura
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a razén de 4 °C/min, hasta llegar a 220 °C e isotérmicamente a esta temperatura
durante 10 min. La temperatura del detector y del inyector fue de 220 °C. Como gas
de arrastre se usé helio a un flujo de 1 mL/min y como gas auxiliar nitrégeno a 30
mL/min.

La relacién de caudal (split ratio) fue de 1:10 y el volumen de inyeccién de 1 L
para los extractos provenientes de los métodos de extraccion por SDE, L-L y SFE. En
la técnica por SPME, la inyeccion se realizé en modo splitless por un tiempo de 2 min.
En las mismas condiciones se inyecté una mezcla de parafinas normales de Cg a Casy,
con el fin de calcular para cada constituyente los indices de retencion relativos
(indices de Kovats).

Para la comparacion de los métodos de extraccién, los resultados se expresaron
como porcentaje de area del cromatograma obtenido por GC-FID, sin tener en cuenta
los factores de respuesta para cada constituyente. Ademas, en el método SDE, se
realizo la cuantificacion por el método de estandar interno, relacionando el area del

patrén y su concentracién con el &rea obtenida por GC-FID para cada constituyente.

3.4.2 CROMATOGRAFIA DE GASES ACOPLADA A
ESPECTROMETRIA DE MASAS (GC-xMS)

Para el andlisis de los extractos se usé un cromatografo de gases HP-6890 serie Il
(Agilent Technologies, California. EE.UU), acoplado a un detector selectivo de
masas HP-5973, para obtener los espectros de masas de cada componente. Las
columnas y condiciones cromatograficas fueron las mismas descritas anteriormente
para el analisis por GC-FID. El detector operé en modo de ionizacion electrénica a 70
eV por 1,8 scan/s y con la fuente a 230 °C. La deteccion se realizd en modo scan

entre 35y 400 uma.

3.4.3 CUANTIFICACION E IDENTIFICACION DE COMPUESTOS

Para cuantificar y comparar la composicion de volatiles por cada método de

extraccion se sumaron las areas de los compuestos obtenidos por CG-FID y se
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expresaron como porcentaje del area cromatografica, respecto al area total. La
identificacion de los compuestos se realizd combinando el criterio cromatogréafico
(indices de Kovats) para cada constituyente en columnas de HP-Innowax y HP-5MS y
espectral (espectros de masas), los cuales se compararon con la literatura (Adams,
2001; Jenning y Shibamoto, 1980) y por comparacién de espectros de masas, a partir
de 6 librerias (NIST 2005/2006, EPA/NIH Mass Spectral Library; Willey and
EPA/NIH, Adams, 2001), ademas de los incluidos en el sistema de manejo de datos
del equipo en la biblioteca NIST, MS, Libraries, G1033A y los existentes en el
archivo de espectros del grupo de investigacién en Ciencias Agroalimentarias y del
Aroma (CALIM).

3.5 RESULTADOS Y DISCUSION

3.5.1 CARACTERISTICAS FISICO-QUIMICAS DE LA MATERIA PRIMA

Las caracteristicas fisico-quimicas del lote de frutas seleccionadas de acuerdo al
grado de madurez éptimo fueron las siguientes: color de la cascara amarillo uniforme,
didmetro 6 a 9 cm, pH 4,2 a 4,5, 11 a 12 °Brix, humedad 83,5 %, acidez total de
0,69 + 0,2 (expresada en &cido citrico anhidrocomo g/100 g de muestra) y dureza de
0,49 a 0,63 kg/cm®.

3.5.2 COMPARACION DE LOS METODOS DE EXTRACCION EN LA
OBTENCION DE COMPUESTOS VOLATILES

En el estudio del aroma no sélo es importante conocer la composicion quimica,
sino también la relacion con el método usado, a fin de comprender las
transformaciones que pueden ocurrir debido al tratamiento térmico durante los
procesos de extraccion.

La extraccion L-L, método realizado a temperatura ambiente, permite obtener la
composicién de compuestos durante un tiempo mayor de extraccion y ademas al estar

los disolventes en contacto directo con la muestra el nimero de constituyentes es
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mayor, mientras que por SDE, se obtienen los volatiles en fase de vapor y producidos
por efecto del calor.

Mientras que por los otros dos métodos (HS-SPME y SFE), la composicion del
aroma se obtiene sin influencia del disolvente, ni de temperatura alta. La Tabla I11.2
recoge los compuestos identificados, con los Indices de Kovats experimentales para
las fases estacionarias HP-Innowax y HP-5MS, junto con los porcentajes obtenidos en
cada uno de los extractos.

En total se identificaron 134 compuestos, de ellos 83 se detectaron por L-L, 69
por HS-SPME, 53 por SDE y 49 por SFE. En la Tabla 1.2 se aprecian las
composiciones diferentes de acuerdo al método de extraccion utilizado. Estas
diferencias eran de esperar de acuerdo a los principios en que se basa cada método.

En el método por SDE se destacan como mayoritarios el butanoato de etilo,
hexanoato de etilo, (E)-2-hexenal, acetato de (E)-3-cinamilo, hexanal, alcohol (E)-
cinamilico, en tanto que por L-L fueron:, 1-penten-3-ol, (E)-2-hexenal, (E)-2-hexenal,
acetato de hexilo, acetato de (Z)-3-hexenilo y éter difenilico. Por HS-SPME se
detectaron el acetato de (Z)-cinamilo, acetato de (Z)-3-hexenilo y hexanal, mientras
que por la SFE predominaron B-cariofileno, linoleato de metilo, octanoato de etilo,
aunque en este extracto vale la pena anotar la presencia de compuestos terpénicos y
parafinas como: el a-copaeno, a-humuleno seguido por pentacosano, tetracosano y
tricosano, probablemente por el caracter apolar del CO..

Con el fin de facilitar la comparacién por grupo funcional en los cuatro métodos
los porcentajes se representan en la Figura 111.9. Al comparar los resultados de los
métodos de extraccion se perfilaron como constituyentes mayoritarios por grupo
funcional, los ésteres para SDE, L-L y HS-SPME vy en segundo lugar, después de los
hidrocarburos para SFE, en todos los casos sobresalieron los aldehidos y los alcoholes.

En la Figura 111.9 se observa en los métodos usados que los ésteres fueron los
compuestos predominantes en el aroma de la guayaba, hallados en nimero y
porcentaje alto, especialmente por HS-SPME, seguido por los métodos SDE, L-L y en

menor porcentaje por SFE.
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Tabla 111.2 Comparacién de los métodos de extraccion utilizados en el estudio de
la composicion de volatiles

Indices de Kovats 3SDE  °L-L *SPME 4SFE

Compuesto HP-nnowax  HP-5 (%) (%) (%) (%)
acetaldehido 670 528 - - 0,2 -
acetato de metilo 813 545 - 0,1 0,2 -
etanol 900 537 0,3 t 0,2 -
propanoato de etilo 940 717 - 15 - -
2-pentanona 945 653 0,2 05 - -
2-etilfurano 951 702 - t 0,2 -
acetato de propilo 962 716 - 0,7 - -
I-penten-3-ona 973 772 0,1 05 - -
butanoato de metilo 980 729 2,0 2,3 0,2 -
decano 1000 1000 - 0,7 - -
butanoato de etilo 1027 804 20,9 35 t 29
tolueno 1035 773 0,5 0,2 - 11
hexanal 1074 802 6,1 3,2 15,8 -
2-metilpropanol 1093 751 - 0,4 - -
undecano 1100 1100 0,4 11 - -
acetato de 3-metilbutilo 1110 876 - 0,2 0,1 -
m-xileno 1116 849 0,1 0,7 - -
p-xileno 1119 872 - 0,1 - -
etilbenceno 1122 868 0,5 04 - -
(E)-3-hexenal 1138 769 0,5 2,7 1.2 -
a-felandreno 1148 1003 - 01 0,2 2,1
1-penten-3-ol 1149 0,8 7,3 - t
mirceno 1151 991 0,1 t 0,1 -
3-heptanona 1155 850 - 0,8 - -
2-furfural 1165 836 0,8 0,2 - t
o-terpineno 1167 1006 - 01 0,3 -
o-xileno 1170 894 - 0,7 - -
hexanoato de metilo 1175 926 0,2 - 0,6 -
dodecano 1200 1200 - 18 - -
(2)-2-hexenal 1204 852 21 11 0,6 -
butanoato de butilo 1207 995 0,1 - t -
(E)-2-hexenal 1212 855 16,8 7,3 - 4,2

limoneno 1212 1028 0,8 0,1 - -
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Tabla 111.2 (continuacién)
Compuesto Indices de Kovats ASDE  °L-L  °SPME  °SFE
HP-Innowax  HP-5 (%) (%) (%) (%)

hexanoato de etilo 1227 998 18,3 25 13 23
p-cimeno 1253 1025 - 0,1 0,2 -
3-hidroxi-2-butanona 1263 718 - 2,7 - -
acetato de hexilo 1265 1008 0,4 59 1,2 -
2-heptanol 1284 925 - 04 0,1 -
acetato de (E)-3-hexenilo 1299 1002 6,8 35 - -
(E)-2-pentenol 1301 0,8 0,6 - -
acetato de (Z)-3-hexenilo 1322 1005 14 4.8 234 18
6-metil-5-hepten-2-ona 1336 985 0,1 - t -
hexanol 1348 871 15 1,7 0,2 04
(E)-3-hexenol 1352 0,2 - 0,2 1,2
(2)-3-hexenol 1373 859 1,9 33 - -
nonanal 1383 1101 - 0,1 0,3 -
octanoato de metilo 1389 1127 - - 0,4 -
(E)-2-hexenol 1394 861 15 0,4 - -
tetradecano 1400 1400 - 0,9 - -
octanoato de etilo 1426 1197 35 0,1 11 13
acido acético 1429 600 0,1 - 0,3 -
butanoato de (Z)-3-hexenilo 1452 1186 0,8 t 0,5 -
decanal 1484 1202 - 0,1 0,5 -
cis-Oxido de rosa 1485 1108 - - t -
2,3-butanodiol 1487 789 0,6 0,4 - 0,8
benzaldehido 1490 960 0,1 0,1 0,2 t
3-hidroxibutanoato de etilo 1505 0,1 0,4 - -
(2)-teaspirano 1507 1294 - - 3,3 -
o.-copaeno 1519 1377 0,1 - - 3,2
linalol 1534 1097 0,3 t 0,1 -
octanol 1544 1054 - 04 - -
(E)-2-acetoxi-3-butanol 1559 - 0,6 0.3 -
trans-o-bergamoteno 1575 1435 - - - 18
aromadendreno 1590 1441 - - - 2,1
p-cariofileno 1604 1428 0,1 - 0,7 6,2
benzoato de metilo 1605 1091 0,1 - - -
y-butirolactona 1611 915 - 11 0,1 -
acido benzoico 1624 1276 - 0,1 t -
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Tabla 111.2 (continuacién)
Compuesto le?dices de Kovats aSDE  °L-L  °SPME  °SFE
-Innowax  HP-5 (%) (%) (%) (%)
decanoato de etilo 1633 1396 0,3 - 0,2 -
a-humuleno 1650 1455 - - - 35
hexanoato de (Z)-3-hexenilo 1654 1383 - 0,3 04
benzoato de etilo 1664 1173 - t 0,2 0,6
a-terpineol 1688 1188 - t
f-selineno 1695 1490 - 0,1 - 2,1
o-selineno 1725 1498 0,3 0,1 0,2 21
3-cadineno 1727 1593 - - - 13
geranilacetona 1796 1455 0,1 - 1,9 -
trans-calamaneno 1800 1529 t - - 1,6
acido hexanoico 1810 982 - 0,8 t 0,5
acetato de 2-feniletilo 1820 1258 - t 0,2 -
octanoato de (Z)-3-hexenilo 1838 1580 0,1 - 0,1 -
3-fenilpropanoato de etilo 1870 - 0,2 - -
1-metilnaftaleno 1875 - 0,7 - -
nonadecano 1900 1900 - - - 0,7
(E)-p-ionona 1912 1489 - 0,8 2,0 -
acetato de 3-fenilpropilo 1926 1378 - 2,8 52 3,6
oxido de cariofileno 1962 1580 - 0,2 - 2,8
?u?;ggc:;l 5-metil-3(2H) 1964 ) 17 ) )
éter difenilico 1987 - 2,7 - -
fj&ﬁgﬂgﬁ"4'hidr°Xi'3(2H)' 1994 1055 03 04 ; 13
tetradecanoato de etilo 2025 1796 - - - 0,2
(E)-cinamaldehido 2033 1270 0,3 - t -
4cido octanoico 2035 1175 - 0,4 0,2 -
3-fenilpropanol 2036 1232 - 0,3 - -
hexanoato de hexilo 2056 1385 0,9 - t -
heneicosano 2100 2100 - - - 2,1
acetato de (E)-cinamilo 2103 1446 0,3 4,2 - -
(E)-cinamato de etilo 2108 1467 - - 05 0,9
acetato de 3-fenil-2-propenilo 2139 1373 - 44 - -
4cido nonanoico 2144 1271 - 0,1 0,1 -
(E)-nerolidol 2200 1563 - 01 - 0,5
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Tabla 111.2 (continuacién)
Compuesto lenldices de Kovats aSDE PL-L  °SPME  YSFE
-lnnowax  HP-5 (%) (%) (%) (%)
docosano 2200 2200 - - - 2,8
alcohol (Z)-cindmico 2207 1262 - - - 39
alcohol (E)-cindmico 2207 1304 44 55 0,9 -
hexadecanoato de etilo 2227 1993 - - 0,3 48
6xido de bisabolol- B 2230 1662 - - 0,1 18
butanoato de (E)-cinamilo 2247 1643 0,3 0,1 0,1 -
tricosano 2300 2300 - - - 13
tetracosano 2400 2400 - - - 24
benzofenona 2410 1628 - 0,2 t -
octadecanoato de etilo 2427 2197 - - - 51
(E)-9-octadecenoato de etilo 2442 - 0,7 - -
acido dodecanoico 2470 1571 - - 0,6 0,4
(2)-9-octadecenoato de etilo 2477 2096 - 0,2 - -
oleato de etilo 2489 2179 - 0,1 0,3 4,2
linoleato de metilo 2491 2159 - - - 53
pentacosano 2500 2500 - - - 43
linoleato de etilo 2536 2159 - - - 29
4-hidroxi-B-ionol 2556 - 0,2 0,2 -
acido tridecanoico 2578 1672 - - 0,1 -
acido 3-fenilpropanoico 2598 - 0,6 - -
hexacosano 2600 2600 - - - 2,8
3-oxo0-a-ionol 2637 1660 - 0,9 - -
acido tetradecanoico 2685 1780 - - 0,9 08
acido pentadecanoico 2785 1878 - - 0,4 -
acido hexadecanoico 2886 1992 - - 2,2 -
2-fenilpropanoato de etilo 1320 - - - 31
acetato de (2)-cinamilo 1389 - 05 27,8 49
isocariofileno 1409 - - - 1,9
dihidro-B-ionona 1436 - - 0,4 -
trans-cadina-1(2),4-dieno 1535 - - - 1,4
cis-dihidrojasmonato de metilo 1656 - - 0,1 -
selin-11-en-4-a.-ol 1660 0,3 - - 29
(2)-9-hexadecenoato de etilo 1990 0,3 - 05 -

%(SDE) destilacién-extracion con disolvente simultaneas; °(L-L) Extraccién Liquido-Liquido; °(SPME)
microextraccion en fase sélida; cl(SFE) Extraccion con fluidos supercriticos; - no detectado t< 0,1%
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Figura I11.9. Distribucién por grupo funcional de acuerdo a los métodos de extraccion utilizados. (1)
acidos, (2) aldehidos, (3) cetonas, (4) ésteres, (5) furanicos, (6) HC-terpénicos,
(7) alcoholes, (8), HC. (9). composicién variada.
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Sobresalieron los ésteres provenientes de los alcoholes metilico, etilico y
cinamilico, entre otros. De ellos, el acetato de (Z)-cinamilo se destac6 como el
compuesto mayoritario aislado por HS-SPME, seguido por hexanoato y octanoato de
etilo, butanoato de etilo y el acetato de (Z)-3-hexenilo, identificados también en la
guayaba del Brasil (Idstein y Schreier, 1985). Fueron comunes en los métodos usados,
los ésteres provenientes del acido acético, butanoico, hexanoico y octanoico y del
alcohol metilico y etilico. De estos, el butanoato, hexanoato y octanoato de etilo,
ademéas del acetato de (Z)-3-hexenilo fueron identificados mediante los cuatro
métodos aunque en proporcién variada.

Esteres procedentes de alcoholes insaturados en el tercer 4&omo de carbono,
considerados como contribuyentes importantes del aroma herbaceo, no fueron
detectados por el método SFE. Respecto a los acetatos provenientes de alcoholes
aromaticos como el 3-fenilpropilo, identificado por los métodos L-L, HS-SPME y
SFE y el 3-metilbutilo y 2-feniletilo no fueron detectados por SDE. De forma similar,
se encontraron los ésteres del alcohol (E)- y (Z)-cinamilico. Los compuestos que se
incrementaron por efecto de la temperatura fueron principalmente el butanoato,
hexanoato y octanoato de etilo, ademéas del acetato de (E)-3-hexenilo. Sin embargo,
por SPME el acetato de (Z)-3-hexenilo y acetato de (Z)-cinamilo incrementaron
notablemente la concentracion al igual que el nimero de compuestos.

Los aldehidos ocuparon el segundo lugar en porcentaje principalmente por el
método SDE, seguido por HS-SPME, L-L y en proporciéon muy baja por SFE. Acerca
de los nueve compuestos identificados, ocho se encontraron por HS-SPME, siete por
L-L, seis por SDE y dos por SFE. ElI compuesto que se incrementd en mayor
proporcién por el método de extraccion en caliente (SDE) fue (E)-2-hexenal, seguido
por el hexanal y el (Z)-2-hexenal, probablemente por efecto de calentamiento que
pueden quedar atrapados en la pectina. Otros aldehidos insaturados en el carbono 2 y
3, como isomeros cis y trans, también se identificaron en concentraciones altas y son
considerados como los responsables del aroma a verde en frutas como el kiwi (Fisher
y Scott, 2000), igualmente el hexanal fue el segundo en importancia en el extracto por
HS-SPME. Aldehidos de cadena lineal diferentes al hexanal no tuvieron una

representacion marcada, como lo muestran el acetaldehido, nonanal y decanal.
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Los alcoholes ocuparon un tercer lugar en importancia. De los 14 identificados 12
se encontraron por L-L, nueve por SDE, cinco por HS-SPME y cuatro por SFE. El
porcentaje mas alto se obtuvo por el método de extraccion L-L, el 1-penten-3-ol
sobresale como el mayoritario de todos los alcoholes seguido por el (Z2)-3-hexenol.

Una de las caracteristicas mas notorias fue la presencia de los alcoholes de 5y 6
atomos de carbono con insaturacion en el carbono 2 y 3 con sus respectivos isémeros
geométricos. Nuevamente al igual que los aldehidos, los alcoholes lineales saturados
de 2, 6 y 8 dtomos de carbono se identificaron en algunos de estos métodos al igual
que los alcoholes (E)- y (Z)-cinamico.

Los acidos presentaron una concentracion relativamente baja en los diferentes
métodos. El compuesto mayoritario fue el acido hexadecanoico, seguido del
hexanoico por L-L. Mientras que por SDE, solo se identificé el acido acético. De los
once acidos en total, diez fueron identificados mediante HS-SPME, cinco por L-L,
tres por SFE y uno solamente por SDE.

Respecto a los compuestos de tipo sesquiterpenos y monoterpenos, de los 24
identificados, 15 corresponden al extracto por SFE con un porcentaje alto respecto de
los obtenidos por los otros métodos; sobresalen el B-cariofileno, a-copaeno,
aromandendreno y el selin-11-en-4-a-0l. Por SPME, de los 11 identificados
sobresalen la geranilcetona y el B-cariofileno, este Gltimo considerado como uno de
los mayoritarios por otros autores (Wilson y Shaw, 1978, Pino et al., 1999). Otros
compuestos fueron el limoneno, linalol, a-selineno y el selin-11-en-4-a-ol, éste ultimo
en el extracto por SFE, presentd mayor concentracién que por SDE.

Resulta caracteristico sefialar el nimero de hidrocarburos de peso molecular
medio, extraidos por SFE cuyo porcentaje es alto respecto de los demas métodos,
posiblemente debido a la baja polaridad del CO, y la presion, lo que favorece la
extraccion de compuestos poco polares y de mayor peso molecular. De ellos
sobresalen los de cadena lineal de 24, 25y 26 4tomos de carbono, mientras que por L-
L, se encontraron 11 compuestos de peso molecular mas bajo, de ellos 6 fueron
aromaticos, vale la pena mencionar la presencia de los 3 isomeros del xileno. Con
relacion a los métodos SDE y HS-SPME, el nimero de estos compuestos fue

relativamente menor, 4 y 12 respectivamente.
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Con respecto a las cetonas, la concentracion fue muy baja en todos los métodos, se
identificaron cinco por L-L; de estas la 3-heptanona fue la mayoritaria y con anillo
aromatico solo se identifico la benzofenona. En los otros métodos de extraccion el
porcentaje fue mas bajo y por SFE no se detectaron. La poca representacion de estos
compuestos, independiente del método usado, indica que las cetonas no son
constituyentes representativos de la guayaba. De forma similar, se presenta el
comportamiento de los compuestos furanicos: cuatro se identificaron por L-L, dos por
SDE, uno por HS-SPME y SFE.

Los constituyentes clasificados como de naturaleza variada, llaman especialmente
la atencion los hidroxicompuestos 3-hidroxi-2-butanona y 4-hidroxi-p-ionol, los
cuales por poseer un atomo de carbono asimétrico, presentan enantiomeria, cualidad
que los hace interesantes de analizar desde el punto de vista sensorial, al igualmente
que los compuestos Cy3 norisoprenoides como son las iononas y el B-teaspirano.

Es importante sefialar que al hacer una comparacion olfativa de los extractos entre
si, por los métodos SDE y L-L el aroma frutal es similar y muy fuerte, mientras que
por SFE el aroma es un poco mas floral. Analizando la composicién obtenida por los
diferentes métodos de extraccion, el L-L, aunque requiere mayor tiempo de
tratamiento y extraccion, exhibe una amplia variedad de compuestos, por lo cual se
recomienda para fraccionamiento de extractos (Quijano et al., 1999) y para comparar
la composicidn de volatiles libres con los enlazados a glicosidos. Por otro lado elimina
efectos debido a la temperatura alta. EI método por SDE, requiere un tiempo de
trabajo mas corto que por L-L y por el SFE, lo que permite procesar un mayor nimero
de muestras. EI método HS-SPME, es muy versatil y rapido aunque no se usa para
cuantificar con patron interno debido a que no se puede garantizar la cantidad de
compuesto adsorbido en la fibra y las condiciones de reproducibilidad de datos son
mas exigentes con respecto a los otros métodos debido a que pequefias variaciones de
temperatura, control de tiempos de acondicionamiento de la fibra y extraccién pueden
variar notablemente si no se hacen con exactitud. Por tanto, el método por SDE se
selecciond para evaluar los cambios de composicion del aroma durante la
deshidracién osmédtica, por disponibilidad, economia, control del tiempo y facilidad

para obtener los extractos, hecho que se discute en el siguiente capitulo. Para el
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estudio de los compuestos enlazados glicosidicamente se usé la extraccion por L-L a
pH neutro.

Resumiendo, se puede afirmar que existen diferencias significativas en la
composicién de una misma fruta, esto se explica por los diferentes métodos utilizados
para las extracciones de los constituyentes volatiles, en los que la temperatura, la
polaridad del disolvente, el efecto de la presion y el analisis por espacio de cabeza dan
lugar a composiciones diversas en una misma fruta.

Los constituyentes recolectados por espacio de cabeza, representan los volatiles
que expele la fruta, sin interferencia de disolventes, bajo condiciones especificas.
Igualmente hay diferencias cuando el extracto es obtenido a temperatura ambiente
como en el caso del L-L o sometido a tratamiento térmico como en SDE. Al cortar y
licuar las frutas, se rompen las células y enzimas tipo hidrolasa que actGan al pH acido
natural de la fruta, generando compuestos que posiblemente se encuentran enlazados,
o0 incrementan la concentracion de los ya existentes.

Adicionalmente, durante la extraccién por efecto de la temperatura pueden ocurrir
transformaciones e hidrélisis aumentando la concentracion de algunos compuestos y/o
disminuyendo la de otros, lo cual depende de la fruta y del proceso. Esas
transformaciones pueden dar lugar en mayor o menor grado a discrepancias en la

composicién de volatiles.

3.5.3 ESTUDIO CUANTITATIVO DE LOS COMPONENTES VOLATILES
DE LA GUAYABA

De acuerdo a lo comentado en el parrafo anterior, la cuantificacion de volatiles se
hizo Gnicamente por el método de extraccidn que resulté ser mas rapido, con mayor
facilidad de manejo de la muestra y similitud con el tratamiento térmico por ello se
escogio la destilacion-extraccion con disolvente simultaneas. La Tabla I11.3 muestra la
composicién de volétiles obtenidos por SDE, la desviacidn estandar y el umbral de
olor calculado para cada compuesto como se explicara en el numeral 3.5.4. La
cuantificacidn de los constituyentes del aroma en el extracto obtenido se realiz6 por el

método del patron interno, relacionando el area relativa del patron y su concentracion
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con el area relativa obtenida por CGAR para cada constituyente. La concentracion de
cada constituyente se expres6 en mg equivalentes de n-decanol/kg de de pulpa. La
identificacion se efectud teniendo en cuenta los mismos criterios enunciados en el
numeral 3.4.3.

La composicion de los compuestos volatiles permitié identificar 54 constituyentes
en total, correspondientes a una concentracion entre 8890 a 8916,2 mg/kg. De ellos,
19 fueron ésteres, nueve alcoholes, nueve terpenos, siete aldehidos, cuatro
hidrocarburos, tres cetonas, dos compuestos furdnicos y un acido. Los constituyentes
mayoritarios fueron el butanoato de etilo (20,8 %), hexanoato de etilo (18,3 %) vy el
(E)-2-hexenal (16,8 %). Cantidades diferentes fueron reportadas por otros autores, que
aunque usaron el mismo método de extraccion, las variaciones en la concentracién se
deben primordialmente a las diversas variedades (Chyau et al., 1989, 1992; Pino et al.,
2002a).

Acerca de los ésteres, predominaron principalmente los provenientes del &cido
acético, butanoico y hexanoico, con los alcoholes metilico, etilico y cindmico, al igual
que los compuestos insaturados de 6 4&tomos de carbono. El butanoato de etilo como
componente mayoritario no se ha reportado en otras variedades. El acetato de (E)-
cinamilo, es uno de los compuestos detectado en diferentes concentraciones, ain en
una mismo tipo de guayaba, dependiendo de factores como el estado de madurez y el
sitio de la recoleccion (Nishimura et al., 1989, Stevens et al., 1970). Ocurre lo
contrario con las especies del Psidium reportadas por Pino et al. (2002a, 2002b).

Con relacion a los aldehidos, aunque se identificaron solo siete compuestos que
representaron el 27 % del extracto total (2328 ug/kg de pulpa), el compuesto mas
abundante fue el (E)-2-hexenal con 16,8 % (1500 ng/kg de pulpa) y seguido por el
hexanal, (Z)-2-hexenal y (E)-3-hexenal, aldehidos a los cuales se les atribuye el aroma
a verde (Stevens, 1970, ldstein y Schreier, 1985). Compuestos aromaticos como el
cinamaldehido, benzaldehido y acetaldehido, detectados como minoritarios por otros
autores (ldstein y Schreier, 1985 Nishimura, 1989) presentaron un comportamiento

similar en la guayaba pera.
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TABLA 111.3 VOLATILES EN GUAYABA FRESCA DETERMINADOS POR SDE

®Promedio °Desv.Estandar ‘Uo Yog VAO

Compuesto (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg)
acetaldehido 12 1,2 17 0
acetato de metilo 34 4 52 0
etanol 25 4 100000 -4
2-pentanona 15 2 50 -1
I-penten-3-ona 12 1,2 1

butanoato de metilo 180 20 59 0
butanoato de etilo 1859 300 1

tolueno 45 5 - nc
hexanal 545 110 45 2
undecano 24 2 - nc
m-Xileno 12 14 - nc
etilbenceno 45 5 - nc
(E)-3-hexenal 48 6 24,2 0
1-penten-3-ol 68 10 400 -1
mirceno 10 13 15 0
2-furfural 70 7 3000 -2
hexanoato de metilo 21 2 70 -1
(2)-2-hexenal 185 32 15 1
butanoato de butilo 10 11 400 -2
(E)-2-hexenal 1500 300 17

limoneno 70 10 210 0
hexanoato de etilo 1631 300 1

acetato de hexilo 33 3,0 80 0
acetato de (E)-3-hexenilo 606 100 - nc
(E)-2-pentenol 75 9 410 -1
acetato de (Z)-3-hexenilo 123 20 5 1
6-metil-5-hepten-2-ona 12 1,2 50 -1
hexanol 135 20 2500 -1
(E)-3-hexenol 15 2 - nc
(2)-3-hexenol 170 30 70 0

(E)-2-hexenol 130 20 - nc



60

Tabla Ill. 3 (continuacion)
aj A b] 4 c
Compusto____ e ) oa VAo
octanoato de etilo 310 60 92 1
acido acético 12 2 50000 -4
butanoato de (Z)-3-hexenilo 68 11 320 -1
2,3-butanodiol 52 8 - nc
benzaldehido 13 1,6 350 -1
3-hidroxibutanoato de etilo 12 1,2 - nc
o-copaeno 12 14 - nc
linalol 25 4 6 1
B-cariofileno 12 1,6 132 -1
benzoato de metilo 10 14 230 -1
decanoato de etilo 30 5 100 -1
a-selineno 23 4 - nc
geranilacetona 12 1,2 60 -1
trans-calamaneno t - - nc
octanoato de (Z)-3-hexenilo t - 410 -2
4-hidroxi- 2,5-dimetil-3(2H)- 23
furanona 3 460 -1
(E)-cinamaldehido 25 3 - nc
hexanoato de hexilo 76 14 100
acetato de (E)-cinamilo 24 4 9
alcohol (E)-cinamico 394 90 25 1
butanoato de (E)-cinamilo 23 3 12 0
selin-11-en-4-a-ol 23 3 - nc
(2)-9-hexadecenoato de etilo t - - nc

*Valor promedio expresado en mg equivalentes de n-decanol/kg de pulpa; °desviacion estandar (S) de valores
promedio; “UO: umbral de olor expresado en mg equivalentes de n-decanol /kg de pulpa; %valor de actividad de olor
(VAO) expresado en mg equivalentes de n-decanol/kg de pulpa; nc: no calculado; t < 10 mg equivalentes de n-decanol
/kg de pulpa; - : no detectado.

Respecto a los alcoholes, el més representativo fue el alcohol (E)-cinamico con
un 4,4 %, seguido por alcoholes de seis dtomos de carbono como son el (Z)-3-
hexenol, encontrado como mayoritario (ldstein y Schreier, 1985). La cantidad total de
éstos en el extracto fue de 12,2 % (1097 ug/kg de pulpa). El hexanol, (E)-2-hexenol,
(E)-3-hexenol, son compuestos considerados como caracteristicos del aroma a
guayaba (ldstein y Schreier, 1985; Nishimura, 1989; Chyau, 1992). Otros alcoholes
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insaturados con 5 atomos de carbono, entre ellos, el (E)-2-pentenol, 1-penten-3-ol, al
igual que los dihidroxilados, como el 2,3-butanodiol, fueron detectados con menos
del 1 % del extracto total.

Los monoterpenos y sesquiterpenos caracterizados en cascara (Verni, 1991), entre
ellos el B-cariofileno, a-copaeno y a-selineno, fueron identificados en pulpa aunque
en porcentaje del 2,2 %. De los nueve identificados, cinco fueron sesquiterpenos, en
su mayoria hidrocarburos y uno oxigenado y de los cuatro monoterpenos, solo el
linalol y la geranilcetona fueron oxigenados. En la mayoria de los estudios que se han
hecho sobre compuestos volatiles de guayaba, los hidrocarburos terpénicos han estado
presentes en baja concentracién por el método de extraccion por L-L o SDE, lo cual
concuerda con la composicion de las frutas en estudio. El B-cariofileno, reportado en
guayaba en concentraciones apreciables (Wilson y Shaw, 1978; Stevens et al., 1970;
McLeod y Gonzalez de Troconis, 1982; Nishimura et al., 1989), en la guayaba pera
presentd baja concentracion. Los constituyentes azufrados identificados en guayaba
procedente del Brasil (Idstein y Schreier, 1985) no se encontraron en esta variedad,
como tampoco los compuestos azufrados como el 3-sulfanil-1-hexanol y el acetato de
3-sulfanilhexilo, hallados en un importante estudio por Steinhaus et al. (2008, 2009).

Compuestos furénicos con caracteristicas sensoriales importantes en los alimentos
y poseedores de una nota a caramelo como el 4-hidroxi -2,5-dimetil-3-(2H)-furanona,
junto con otros de su mismo grupo funcional identificados en esta fruta, son
considerados como productos formados por oxidacion de los azlcares (Nishimura et
al., 1989).

El contenido de hidrocarburos en la guayaba pera fue de 3,5 % (312 mg/kg de
pulpa), en su mayoria compuestos con anillo aromatico y uno de cadena lineal como
fue el undecano.

Compuestos carbonilicos como las cetonas, las cuales no han sido muy comunes
en las diversas variedades de guayaba, tampoco fueron la excepcion en la guayaba
pera bajo estudio. Las cantidades no alcanzaron a llegar al 1 %. Sin embargo, de éstas
la 2-pentanona y la 6-metil-5-hepten-2-ona, oxidadas en el &tomo de carbono 2 y la 1-

penten-3-ona oxidada en el carbono 3 no se ha identificado en otras variedades.
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Los acidos no tuvieron gran relevancia en la guayaba pera, solo el acido acético
fue identificado (0,1 %) a concentracién muy baja. Igualmente, los hidroxiacidos
identificados en algunas frutas como pifia y uchuva muy interesantes desde el punto
de vista sensorial generadores de las lactonas no se identificaron, solamente
hidroxicompuestos con funcidn ceténica como la 4-hidroxi-4-metil-2-pentanona y la
4-hidroxi- 2,5-dimetil-3(2H)-furanona.

3.5.4 POTENCIA OLFATIVA DE LOS VOLATILES DETERMINADOS

Respecto a la potencia olfativa de los compuestos volatiles en los alimentos puede
ser cuantificada por medidas de olfatometria o por el uso de los valores de actividad
de olor (VAO). Este valor, propuesto originalmente por Rothe y Thomas (1963) y
Buttery et al. (1990), se define como la relacidn entre la concentracion del compuesto
y su umbral de olor. Se acostumbra para facilitar la interpretacion a expresar los
resultados de esta relacién como logaritmo de base 10. Asi pues, los compuestos que
posean el log VAO > 0, estaran aportando al aroma caracteristico del alimento.
Numerosas aplicaciones de este procedimiento han sido reportadas en la literatura
(Buttery et al., 1990; Tamura et al., 1995; Ortega et al., 1998; Pino y Mesa, 2006).

Los umbrales de olor en agua de la mayoria de los compuestos identificados en
este trabajo han sido reportados anteriormente (van Gemert y Nettenbreijer, 1977). La
Tabla 111.3 muestra los umbrales de olor y los valores de actividad de olor obtenidos
(expresados como log VAQO) para la mayor parte de los compuestos identificados. Si
se observa al umbral de deteccién de un compuesto como una cantidad separada,
entonces el VAO para ese compuesto dara el nimero de concentraciones umbrales que
tal compuesto estd presente en la fruta. Este valor representard entonces alguna
indicacion de la importancia de tal constituyente al aroma total.

Es importante sefialar al menos dos simplificaciones de este concepto: primero
considerar que la intensidad percibida es proporcional al VAO y el uso frecuente de
umbrales de olor determinados en medios distintos al de la muestra. Con atencién al
primer punto, el uso de la ley de Stevens o Ferchner (Baird y Noma, 1978) pudiera ser

mas aceptable como la mejor representacion de la intensidad olfativa; sin embargo,
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estos valores no estan al alcance. Segundo, el uso de umbrales de olor determinados
en un medio, generalmente agua, ignora la influencia de otras sustancias no volatiles
de la fruta que pueden interactuar con los volatiles en el desprendimiento de ellos. A
pesar de estas limitaciones, el concepto de VAO sigue siendo considerado una
herramienta Gtil en las investigaciones de aromas.

De acuerdo a los VAO de los compuestos evaluados, los mayores contribuyentes
al aroma de esta variedad parecen ser el butanoato de etilo, hexanoato de etilo,
hexanal, (Z)-2-hexenal y (E)-2-hexenal. Los ésteres se caracterizan por aportar notas
olfativas “frutales”, mientras que el hexanal y (E)-2-hexenal contribuyen a las notas
“grasa” y “verde-frutal”, respectivamente (Arctander, 1969).

Otros compuestos que parecen contribuir al aroma de esta variedad, pero en menor

proporcion son; acetaldehido, acetato de metilo, 1-penten-3-ona, butanoato de metilo,
(E)-3-hexenal, mirceno, limoneno, acetato de hexilo, acetato de (Z)-3-hexenilo, (Z2)-3-
hexenol, octanoato de etilo, linalol, hexanoato de hexilo, acetato de (E)-cinamilo y
alcohol (E)-cindmico.
Al comparar los resultados obtenidos con la literatura, se encuentra que Ortega et al.
(1998) reportaron al hexanoato de etilo, (Z)- y (E)-2-hexenal como los contribuyentes
mas importantes de las variedades cubanas estudiadas. Steinhaus et al. 2008, coincide
con Ortega et al. (1998), Quijano et al. (1999), acerca de la contribucién del (Z)-3-
hexenal, hexanal, alcohol cinamilico, butanoato de etilo y los compuestos furanicos
como grandes contribuyentes en la guayaba colombiana, ademas de estos compuestos
reportan el trans-4,5-epoxy-(E)-2-decenal y el metional, en la guayaba rosada, pero no
describe su variedad.

Como no se tiene referencia de umbrales de olor para algunos de los compuestos
identificados, se requiere de estudios sensoriales posteriores para determinar la
contribucion real de estos compuestos volatiles al aroma de la guayaba pera Palmira

ICA-1 de la region del Tolima.
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3.6 CONCLUSIONES

La composicién de volatiles de la guayaba pera se caracteriza por un alto
contenido de ésteres, seguida de aldehidos y alcoholes, en menor proporcién los
terpenos, cetonas, hidrocarburos y acidos. La concentracion de ésteres, aldehidos,
alcoholes y terpenos juegan un papel importante en las caracteristicas sensoriales de
las frutas, el aroma de esta variedad por SDE es muy intenso y esta asociado con el

aroma de la guayaba.

1- La composicion de volatiles de la guayaba pera, presenta un alto contenido en
ésteres, seguida de aldehidos y alcoholes para los métodos de extraccion L-L y
HS-SPME vy de hidrocarburos para SFE. En todos los casos sobresalieron
principalmente los aldehidos y los alcoholes.

2- Un total de 134 compuestos se identificaron mediante los diferentes métodos, de
estos 83 estuvieron presentes en el extracto L-L y 69 por HS-SPME, 53 por SDE
y 49 por SFE. Se puede deducir que los compuestos mayoritarios
correspondientes al aroma de la guayaba pera son el acetato de (Z)-cinamilo,
acetato de (Z)-3-hexenilo, butanoato de etilo, (E)-2-hexenal, hexanoato de hexilo,
identificados en los diferentes métodos de extraccion.

3- Respecto al nimero de compuestos por grupo funcional de los 134 identificados,
40 fueron ésteres, 24 terpénicos, 18 hidrocarburos, 14 alcoholes, 11 acidos, 9
aldehidos, 5 cetonas, 4 furanicos y 9 de composicién variada.

4- De la cuantificacion relativa de volatiles mediante el método de extraccion por
SDE, el butanoato de etilo, hexanoato de etilo y el (E)-2-hexenal son los
compuestos que presentan una concentracion superior a los 1000 mg equivalentes
de n-decanol /kg de pulpa.

5-  Se recomienda el uso del método de extraccion por L-L para la cuantificacion de
volatiles para fraccionamiento del extracto, asi como para el estudio de voléatiles
enlazados glicosidicamente.

6- Los constituyentes recolectados por espacio de cabeza, representan los volatiles

que expele la fruta, sin interferencia de disolventes, bajo condiciones especificas.
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Igualmente hay diferencias cuando el extracto es obtenido a temperatura ambiente
como en el caso del L-L o sometida a tratamiento térmico como en SDE.

Durante la extraccion y en la concentracion de los extractos, por efecto de la
temperatura ocurren transformaciones e hidrélisis aumentando la concentracion
de algunos compuestos y/o disminuyendo la de otros, lo cual depende de la fruta
y del proceso. Esas transformaciones dan lugar en mayor o menor grado a

diferencias en la composicién de volatiles.












IV. EFECTO DE LA VARIACION DEL pH EN
LA COMPOSICION DE VOLATILES Y
DETERMINACION DE COMPUESTOS
ENLAZADOS GLICOSIDICAMENTE
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4.1 INTRODUCCION

Desde tiempos remotos el hombre ha utilizado mecanismos como la fermentacion y
tratamiento térmico entre otros para obtener alimentos mas estables y con caracteristicas
sensoriales atractivas. Tal es el caso de la fabricacidn del vino, la torrefaccién del café,
el horneado de carne y otros mas. Existen algunos estudios preliminares orientados a
conocer la composicion de volatiles en funciéon del pH del medio, que indican la
posibilidad de que éstos estén enlazados glicosidicamente (Parada et al., 2000). En el
caso particular de las frutas se han encontrado numerosos compuestos no volatiles
principalmente unidos a glicésidos, los cuales, por hidrolisis enzimatica, acida u otras
transformaciones generan compuestos con importantes propiedades sensoriales,
asociados con el aroma.

En el estudio sobre la composicién del aroma, los Ilamados precursores, son
compuestos no volétiles generadores de aroma, los cuales han sido ampliamente
estudiados en frutas. Muchos de los constituyentes que conforman el aroma son
obtenidos por procesos enzimaticos, por efecto del pH &cido natural o por temperatura y
constituyen el perfil aroméatico de la fruta. La aglicona parte volatil, se encuentra
enlazada a compuestos no volatiles de caracter glicésidico (Ortiz-Serrano et al., 2007;
Sakho et al., 2000; Chassagne et al., 1998) o a polioles de naturaleza terpénica
(Brodelius, 1994), y también a grupos fosfatos (Schwab et al., 1989), estos Gltimos no
muy comunes. Muchos estudios muestran que la mayoria de los volatiles se hallan
enlazados generalmente a través del OH del carbono anomérico de los azlcares o
compuestos con funcién quimica polar (alcoholes, &cidos, aldehidos, fenoles,
fenilpropanoides, hidroxiacidos, norisoprenoides y monoterpenoles) los cuales son
liberados por hidrdlisis &cida o enzimética.

Uno de los grupos de investigacion que impulsd el estudio en glicésidos fueron Stahl
et al. (1993), quienes publicaron una revision hasta 1991 de compuestos enlazados
glicosidicamente, recopilando mas de 150 especies de 35 familias diferentes y 200
agliconas con diversas estructuras tales como constituyentes aromaticos, alcoholes

alifaticos C1 3-norisoprenoides, monoterpenoides, sesquiterpenoles.
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Existen tres hipdtesis acerca de la generacion de estos compuestos. Se plantea que
una vez biosintetizados los constituyentes del aroma son transportados en forma
glicosidada hasta las células secretoras en donde se hidrolizan y excretan como volatiles
libres. Una segunda hipo6tesis propone que en los tejidos de las plantas, la glicosidacion
funciona como un mecanismo de proteccion cuando los compuestos lipofilicos volatiles
se encuentran en alta concentracién pudiendo llegar a destruir las membranas y una
tercera hipotesis, considera dichos compuestos como una forma de suministrar energia
acumulada durante el desarrollo de la planta.

La composicion de las agliconas puede clasificarse por su origen biogenético. Unos
conformados por alcoholes, hidroxiesteres y 4acidos alifaticos provenientes del
metabolismo de acidos grasos, otros con estructura aromatica, provenientes del acido
cindmico y los norisoprenoides (Winterhalter, 1990) derivados del metabolismo de los
carotenoides.

Unos de los estudios que méas han aportado al conocimiento de la composicién de
los compuestos enlazados glicosidicamente, han sido las investigaciones desarrolladas
en uva y vino (Vitis vinifera cv Sauvignon Blanc 102), donde un sin numero de
compuestos de composicién quimica variada son generados por transformaciones
durante el tratamiento térmico y en condiciones de acidez. Las investigaciones en frutas
tropicales (Henderich et al., 1992; Suarez et al., 1991; Ortiz-Serrano et al., 2007;
Chassagne et al., 1998; Pérez et al., 1996, 1999; Boido et al., 2002) han contribuido, a
enriquecer el estudio de la biosintesis de algunos de éstos compuestos.

Se observan diferencias cuando se compara la composicién de los extractos
obtenidos a pH neutro y a pH &cido natural por extraccion L-L, deduciéndose que
algunos alcoholes e hidroxiésteres son componentes producidos por hidrélisis &cida o
enzimatica.

En la extraccion de los glicosidos es necesario inactivar las glicosidasas para evitar
que se produzcan hidrdlisis debidas al pH acido natural de la fruta, razén por la que se

trabaja a pH 7 mediante el uso de soluciones amortiguadoras.


http://www.sciencedirect.com/science?_ob=ArticleURL&_udi=B6T6R-40PRGWG-Y&_user=386411&_rdoc=1&_fmt=&_orig=search&_sort=d&view=c&_acct=C000018540&_version=1&_urlVersion=0&_userid=386411&md5=94ba5ee8548302a18d0cbff0b0464ca2#bbib33#bbib33
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4.2 MATERIALES Y METODOS

4.2.1 MATERIA PRIMA Y PREPARACION DE LA MUESTRA

La fruta fue recolectada del mismo cultivar, transportada y preparada de la misma
forma que en el numeral 3.2.1 del capitulo anterior. Se escogié el método de extraccion
L-L, para analizar la composicién de volatiles a los diferentes valores de pH. Para
obtener los glicésidos, se pesé 1kg de pulpa de acuerdo al procedimiento descrito en
3.3.2, pero en lugar de agua se usé 1 L de disolucion amortiguadora de fosfatos a pH 7.
Después de centrifugar el sobrenadante fue pasado directamente a través de una
columna que contiene una resina de Amberlita XAD-2 (resina adsorbente no idnica)
con el fin de retener selectivamente los glicdsidos. Posteriormente, las impurezas son
retiradas con agua y los glicésidos fueron eluidos con metanol (Duque et al., 1993).
Este método es sencillo y rapido, siendo uno de los mas usados.

Para la extraccion de volatiles a pH acido natural, se pesé la fruta libre de cascara
para licuarla con agua destilada (I L por cada kg de pulpa), la semilla se retiré por

filtracion.

4.2.2 EXTRACCION DE VOLATILES A pH ACIDO NATURAL Yy pH 7

El filtrado fue sometido a centrifugacion durante 30 min a 7960 G, a una

temperatura de 4 °C. El sobrenadante se sometid a extracciéon L-L al pH &cido natural
(4,2) con agua destilada, como patron interno se usdé n-decanol. EI mismo
procedimiento se efectué por aparte a pH 7, con solucion tampoén de fosfatos, de
acuerdo con el método descrito por Drawert y Rapp, (1968), la extraccion se efectud
durante 8 h a temperatura ambiente y con una mezcla de disolventes (pentano:
diclorometano 1:1 v/v). Este procedimiento se uso para analizar la composicion de
volétiles que puedan venir enlazados glicosidicamente. Los extractos obtenidos se

secaron con sulfato de sodio y se concentraron en una columna Vigreaux hasta 0,2 mL.
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El analisis cromatografico GC-FID y GC-MS se efectué de la misma forma que en el
capitulo 1l numeral 3.4.1 y 3.4.2. La fase acuosa se reservo para la extraccion de

glicésidos.

4.2.3 SEPARACION, CUANTIFICACION E IDENTIFICACION DE
VOLATILES

El extracto concentrado fue sometido a andlisis cromatogréfico. Los métodos de
separacion e identificacion de volatiles enlazados son los mismos que se utilizaron para
la determinacion de volatiles libres (GC-FID y GC-MS). La cuantificacién se realiz6
relacionando el area del patrén (n-decanol) y su concentracion con el area obtenida por
CG-FID para cada constituyente. La concentracidn se expresd en mg equivalentes de n-
decanol/Kg de pulpa. La identificacion se llevd a cabo mediante el analisis de los
espectros de masas para cada compuesto, con la ayuda del criterio cromatografico de los

indices de Kovats enunciado en 3.4.3.

4.3 EXTRACCION DE GLICOSIDOS

Al residuo acuoso de pH neutro proveniente del numeral anterior (libre de
volatiles), se le adicionaron 250 mL de una disolucién tampén para disminuir la
viscosidad de la fase acuosa y facilitar el paso del extracto por la resina Amberlita
XAD-2 (resina adsorbente no iénica); empacada en una columna de vidrio (40 cm x 4
cm), con el fin de retener los glicésidos; posteriormente, se lavé con 3 L de agua y los
glicdsidos se eluyeron con 1 L de metanol. El eluido metandlico se concentrd hasta
sequedad a presién reducida en un rotaevaporador. El concentrado se redisolvié en agua
destilada (pH 7) y se le retiraron los volatiles remanentes con eter etilico por extraccion
L-L. Nuevamente se rotaevapor0 para retirar residuos de disolvente sin llevar a
sequedad, luego se congeld, liofilizé y pesd. El extracto glicosidico, se reservo para

efectuar la hidrélisis enzimética. Se obtuvo 0,8 g /Kg de pulpa del extracto glicosidico.
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4.4 HIDROLISIS ENZIMATICA

Se redisolvieron 0,5 g del extracto glicosidico con 50 mL de disolucién
amortiguadora de citrato-fosfato (pH 5,5), adicionando como estandar interno 1 mL de
disolucion de fenil-pB-D-glucopiranésido correspondiente a 1000 pg de fenol liberado/kg
de pulpa. Se agregaron 0,6 mL de enzima glicosidica comercial conocida como
Rohapect D5L y se someti6 durante 24 h a hidrdlisis en un bafio termostatado a 37 °C,

bajo agitacion suave en un recipiente cerrado.

4.4.1 OBTENCION DE AGLICONAS

El extracto proveniente de la hidrdlisis enzimética descrita en el paragrafo anterior,
se dejo en reposo por 1 h, a 12 °C. Los constituyentes volatiles liberados fueron
extraidos, mediante agitacion manual con éter etilico por 5 veces con volimenes de 25
mL cada vez. El extracto orgénico que contiene las agliconas se sec6 con sulfato de
sodio anhidro y colocado bajo congelacién a -18 °C por 2 h. El extracto fue filtrado
rapidamente sobre papel y el eluido se concentré en una columna Vigreaux (en bafio de

agua a 37 °C) hasta 0,2 mL. Se hizo un blanco en paralelo.

45 ANALISIS CROMATOGRAFICO

45.1 CROMATOGRAFIA DE GASES DE ALTA RESOLUCION (GC-FID)

Los componentes volatiles obtenidos, fueron analizados por cromatografia de gases
de alta resolucion con un equipo HP-6890 serie Il (Agilent Technologies, California.
EE.UU.), provisto con un detector de ionizacion de Ilama de hidrégeno (FID). El
analisis cromatogréafico, las columnas cromatograficas, el programa de temperatura y las
condiciones de anélisis fueron exactamente igual a los descritos en el capitulo IlI,
numeral 3.4.1, para la determinacion de compuestos. Se usaron dos fases estacionarias

diferentes, HP-5MS y HP- Innovax. El volumen de inyeccion 1 pL en cada caso.
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452. CROMATOGRAFIA DE GASES DE ALTA RESOLUCION
ACOPLADA A ESPECTROMETRIA DE MASAS (GC-MS).

Para el analisis por espectrometria de masas, de cada uno de los componentes en los
extractos, se utilizé un cromatégrafo de gases HP-6890 serie Il (Agilent Technologies,
California, EE.UU.) acoplado a un detector selectivo de masas HP 5973, para obtener
los espectros de masas de cada componente. Las columnas y condiciones
cromatograficas fueron las mismas descritas anteriormente para el analisis por GC-FID.
El detector oper6 en modo de ionizacidn electrénica a 70 eV por 1,8 scan/s y con la
fuente a 230 °C. La deteccion se realiz6 en modo scan entre 35 y 400 uma.

El espectro de cada uno de los componentes en los diferentes extractos fue tomado

del modo de impacto electrénico, con una energia de ionizacion de 70 eV. La relacion

de split fue de 1:13. El volumen de inyeccion 1pL.

4.5.3 ANALISIS CUANTITATIVO Y CUALITATIVO DE AGLICONAS

La cuantificacion se realizd, relacionando el area del patrén interno correspondiente
al fenol liberado (numeral 4.4) y su concentracién, con el area obtenida por CG-FID
para cada constituyente. La concentracién se expresé en mg equivalentes de fenol/Kg de
pulpa.

La identificacion se llevo a cabo mediante el analisis de los espectros de masas para
cada compuesto, con la ayuda del criterio cromatografico de los indices de Kovats,

descrita en el numeral 3.4.3.
4.6 RESULTADOS Y DISCUSION
4.6.1 INFLUENCIA DEL pH EN LA COMPOSICION DE VOLATILES
La Tabla IV.1 muestra la composicion de volatiles obtenidos en funcion del pH.

Como se puede observar se identificaron 65 compuestos a pH éacido natural, de ellos,

cuatro son é&cidos, cuatro aldehidos, tres cetonas, 24 ésteres, 10 alcoholes, 13



75

hidrocarburos, tres compuestos furanicos y cuatro de composicion variada. A pH neutro,
se identificaron 51, de ellos dos son &cidos, tres aldehidos, una cetona, 17 ésteres, 13
hidrocarburos, 10 alcoholes, tres furanicos y dos de composicién variada.

La concentracién de los aldehidos y ésteres fue superior a pH éacido natural y
similar el porcentaje de alcoholes. Los compuestos mayoritarios a éste pH fueron: 2-
propanol, alcohol (Z)-cinamilico, acetato de (Z)-3-hexenilo, (E)-2-hexenal, butanoato de
etilo y acetato de hexilo, con concentraciones superiores a los 500 mg/kg de pulpa. La
mayor representacion de compuestos a pH acido natural (4,2) fueron los ésteres, seguido
por los hidrocarburos y los alcoholes. A pH 7 se observa una disminucién en nimero y
concentracion de volatiles, lo cual concuerda con la influencia del pH é&cido en la
liberaciéon de compuestos o por accion de las enzimas. Sin embargo presentan mayor
concentracion el acetato de hexilo, acetato de citronelilo y el acetato de etilo, siendo éste
ultimo compuesto identificado por primera vez en guayaba.

Los ésteres, tanto en numero como en concentracion fueron el grupo mas
representativo, 24 identificados a pH &cido natural y 17 a pH neutro. De ellos los mas
comunes son los derivados del etanol y en menor cantidad del metanol. De manera
similar se encuentran los ésteres procedentes de alcoholes de seis &tomos de carbono y
algunos de ellos insaturados. Se encontraron diez derivados del acido acético, entre ellos
el acetato de etilo, acetato de propilo y acetato de hexilo, acetato de citronelilo y los
acetatos de (2) y (E)-3-hexenilo, otros con anillo aromatico como el acetato de 3-fenil-
2-propenilo, el acetato de (E)-cinamilo, acetato de 3-fenilpropilo, uno hidroxilado como
es el acetato de 2-hidroxietilo, algunos de ellos se presentaron en menor concentracion a
pH neutro. Este grupo es caracteristico de las frutas maduras.

Esteres ciclicos, estimados como importantes sensorialmente y muy interesantes
debido a sus propiedades enantioméricas, son los de los hidroxiacidos que por efecto de
la temperatura se deshidratan formando las lactonas. De ellas, solo la y-hexalactona, fue
hallada a pH &cido natural y en mayor concentracion a pH neutro.

Se identificaron aldehidos de seis carbonos con insaturacion en los carbonos 2 o 3;
de ellos el (E)-2-hexenal, tuvo una concentracion ligeramente mayor respecto a los otros
aldehidos insaturados como el (E)-3-hexenal y (Z)-2-hexenal. Un aldehido importante

como el hexanal también ha sido reportado por otros autores en guayaba (Paniandy et
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al., 2000; Chyau et al., 1992) y en frutos de la familia Psidium (Pino et al., 2001a,
2001b, 2002), asi como en hojas (Pino et al., 2001b) con nota aromética a “verde”,
(Pino 1997; Hatanaga et al., 1986). La concentracién de estos aldehidos al pH de la
fruta, posiblemente se debe a procesos hidroliticos por accién de una lipoxidasa e
hidroxiperoxiliasa, sobre acidos insaturados como linolénico y linoleico, o por algln
otro proceso no enzimatico como la misma acidez de la fruta (Hatanaga et al., 1986).

Los alcoholes, por su parte, mostraron una concentracion importante al pH &cido
natural. El 2-propanol, (Z)-3-hexenol, alcohol (Z)-cinamilico, hexanol, seguido por el
hexanol, (E)-2-acetoxi-3-butanol y un alcohol no muy comin como el 2,3-butanodiol,
fueron identificados a los tres valores de pH.

Nuevamente se observa al igual que en los aldehidos, instauraciones en los atomos
de carbono 2 y 3 de los alcoholes con seis atomos de carbono, asociados como
responsables del aroma a hierba fresca. Alcoholes con caracteristicas aromaticas como
el alcohol (Z)-cindmilico, muestran una importante concentracion tanto a pH &cido
como nheutro, pero no como enlazado, mientras que su isomero el alcohol (E)-cindmilico
no se identificd a estos dos valores de pH.

Los acidos por efecto de la acidez, incrementaron la concentracion aunque no tan
marcadamente como se esperaba. La concentracion total fue similar al pH acido natural
y neutro. El &cido hexanoico, el 3-fenilpropanoico y en menor proporcion, el acido
benzoico mostraron una mayor concentracién al pH de la fruta que al pH neutro, lo que
sugiere que pueden estar posiblemente enlazados a glicésidos.

Compuestos nitrogenados, como el nicotinato de etilo, solo se identificaron a pH
acido. Se identificaron también volatiles como el 4-hidroxi-p-ionol y la B-ionona,
detectados con frecuencia en vino (Salinas et al., 2004; Williams et al., 1993, 1995) y
frutas tropicales (Osorio et al., 2006; OlIé et al., 1998), son caracteristicos por su aroma
agradable, considerados como compuestos provenientes de la degradacion de los
carotenoides y contribuyentes importantes al aroma en frutas. De ellos, el 3-oxo-o.-ionol
tuvo una mayor concentracion al pH neutro, aunque a pH &cido también fue detectado
sugiriendo que puede estar enlazado a glicésidos.

Se identificaron un ndmero importante de hidrocarburos en los dos extractos,

principalmente con anillo aromatico. Solo un constituyente de estructura terpénica el
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trans-o-bergamoteno fue hallado a pH acido. Esta baja representacion puede deberse a

la polaridad de los disolventes usados.

4.6.2 VOLATILES ENLAZADOS GLICOSIDICAMENTE

Con el objeto de conocer los compuestos provenientes de precursores glicosidicos,
se planted el estudio de la composicion de volatiles obtenidos por el método de
extraccién L-L y a diferentes valores de pH, lo cual permite efectuar un andlisis
preliminar de los compuestos que pueden estar unidos a azticares como agliconas.

Después de obtener los glicésidos y efectuar una hidrélisis enzimatica con una
glicosidasa comercial, el extracto proveniente de este tratamiento (pH 5,5) después del
andlisis correspondiente, permitid identificar un total de 35 compuestos. De ellos, 15
&cidos, 10 alcoholes, dos ésteres, tres fenoles, un compuesto furdnico y cuatro de
composicién variada. No se detectaron aldehidos.

El grupo més importante y representativo corresponde a los &cidos, con un 53,6 %
respecto del extracto total, seguido por los ésteres, con un porcentaje del 14,5 %, los
alcoholes con 12 %, compuestos furanicos con el 9 %, y compuestos varios con un 10
% y una minima cantidad de hidrocarburos.

La Tabla IV.1 describe la composicién de volatiles a pH &cido natural, neutro
(expresados en mg equivalentes de n-decanol/kg de pulpa) y los constituyentes
obtenidos por hidrolisis enzimética (expresados en mg equivalentes de fenol/kg de
pulpa). Para visualizar mejor los resultados de la Figura V.1 se muestra la composicion

en porcentaje, por grupo funcional, para cada uno de los diferentes valores de pH.
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Tabla IV.1 Composicién de volatiles de la guayaba pera en funcién del pH

Indices de Kovats 3pH 4,2 PoH 7 ‘pH 5,5
Desv.Estandar Desv.Estandar  Desv.Estandar
Compuesto HP-Innowax  HP-5 (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg)

acetato de etilo 865 581 410+ 1,53 636 +4,5 -
2-propanol 894 - 920+ 2 - t
propanoato de etilo 940 717 162+ 3,5 - -
2-pentanona 945 653 48+ 2 -
acetato de propilo 962 716 99+ 2 51+ 1 -
butanoato de metilo 980 729 188+25 40+ 25 -
decano 1000 1000 104+ 1 - -
2-butanol 1003 - - - 3425+1,5
butanoato de etilo 1027 804 525+ 2 474+ 45 -
tolueno 1035 773 254+4 - 254 +1
hexanal 1074 802 440+ 3 10+ 2 -
2-metilpropanol 1093 5921 20+ 3 119+ 4 -
undecano 1100 1100 170+ 4,5 - -
m-xileno 1116 849 - 48+ 1 -
p-xileno 1119 872 - 62+ 15 -
etilbenceno 1122 868 54+ 5 89+2 -
(E)-3-hexenal 1138 769 323+ 35 - -
1-penten-3-ol 1149 683 - 25+ 6 -
3-heptanona 1155 850 121+ 4,6 - -
o-xileno 1170 894 97+ 75 63+2 -
dodecano 1200 1200 - 157+ 6,5 -
(2)-2-hexenal 1204 852 156 + 4,51 - -
dodecano 1200 1200 240+ 5 - -
(E)-2-hexenal 1212 855 520+5 245+ 5 -
hexanoato de etilo 1227 998 377+5.1 246+ 35 -
o-metiletilbenceno 1246 889 106+ 4 - -
p-cimeno 1253 1025 - 124+ 1 -
3-hidroxi-2-butanona 1263 718 325+95 393+1 -
acetato de hexilo 1265 1008 508 + 8 836+5 -
metilpropionato de (2)-2- 1270 R 84+ 4 74+ 6 -
hexenilo
(E)-2-pentenol 1274 751 63+ 3 27+2 -

1275 899 48+ 5 49+3 -

1,2,4-trimetilbenceno
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Tabla V.1 (continuacién)
Indices de Kovats 3pH 4,22 PpH 7° °pH 5,5°
Desv.Estandar ~ Desv.Estandar  Desv.Estandar
Compuesto HP-Innowax HP-5  (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg)
acetato de (E)-3-hexenilo 1299 1002 - 98+3 -
acetato de (Z)-3-hexenilo 1322 1005 590 £5 - -
hexanol 1348 871 193+ 3 - -
(2)-3-hexenol 1373 859 400 +2 277 +2 -
nonanal 1383 1101 - 42+2 -
(E)-2-hexenol 1394 861 60 £2 - -
tetradecano 1400 1400 281+1 3005 -
1-octen-3-ol 1420 979 - 45+15 -
metil-1,3-ciclopentano 1424 980 37+ 2 33+3 -
octanoato de etilo 1426 1197 37+05 - -
4acido acético 1429 600 - - 702+4,6
acetato de 2-hidroxietilo 1503 763 - - 7407 +1
3-hidroxibutanoato de etilo 1505 882 4242 - -
octanol 1544 1054 - 20+ 0,5 18+1
(E)-2-acetoxi-3-butanol 1559 1050 90+ 14 24+05 -
2,3-butanodiol 1563 789 53+3 26+1 71+1
trans-o.-bergamoteno 1575 1435 t - -
acetato de citronelilo 1583 1353 168+0,5 251+ 11 -
y-butirolactona 1611 915 - 17+ 1 -
acido 2-metilbutanoico 1620 756 - - 55+15
1,2-etanodiol 1638 - - - 134+1
hexanoato de (Z)-3-hexenilo 1654 1383 932 64+ 1 )
naftaleno 1707 1181 77+£2 71+2 -
1,3-butanodiol 1739 - - 45+ 15
y-hexalactona 1679 1056 82+2 212+15 -
naftaleno 1707 1181 7712 71+2 -
5-etil-(3)-2-H-furanona 1750 - 43+2 43+2 -
nicotinato de metilo 1784 - - - 70+2
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Tabla 1V.1 (continuacién)
Indices de Kovats ApH 4.2 PpH 7 °pH 55
Compuesto Desv. Estandar Desv. Estandar Desv. Estandar
HP-Innowax  HP-5 (mg/kg) (mg/kg) (mglkg )
octadecano 1800 1800 36 1+2 23+3 -
nicotinato de etilo 1807 - 48+1 - -
4cido hexanoico 1810 982 124+ 1 45+ 2 457+ 0,5
3-fenilpropanoato de
. 1870 - 32 +2 - -
etilo
alcohol bencilico 1871 1032 - - 64+ 1
1-metilnaftaleno 1875 98+ 3 102+1
2-feniletanol 1889 1107 - - 639+1,6
(E)-B-ionona 1912 1489 120+ 2 115+2 -
acetato de 3-fenilpropilo 1926 1378 374+ 2 - -
&cido (E)-2-hexenoico 1932 - - - 40+ 05
4-hidroxi-5-metil-3(2H)-
1964 - 110+ 2 156 + 3,7 -
furanona
2,5-dimetil-4-hidroxi-
1994 1055 65+ 2 254+ 2 386 +0,6
3(2H)-furanona
acido octanoico 2035 1175 10+ 1 199+ 5 t
3-fenilpropanol 2036 1232 35+0,5 115+5,5 -
acetato de (E)-cinamilo 2103 1446 540+15 47+2 -
acetato de 3-fenil-2-
. 2139 1373 383+1,1 203+25 -
propenilo
acido nonanoico 2144 1271 - - t
propionato de cinamilo 2172 1556 137+05 101+05 -
2-vinilguayacol 2173 - - - 60=£2
alcohol (2)-cinamilico 2207 1262 814+1 1253+ 3 -
alcohol (E)-cinamilico 2210 1304 - - 380+2
4cido decanoico 2255 2134 - - 782+1,1
dietilftalato 2340 - 27+ 2 27+ 1 -
glicerina 2377 - - - 188 +£1,15
4-vinilfenol 2380 - - - 130+1,1
acido benzoico 2401 - 22+ 1 - 8700+ 0,6
(E)-9-octadecenoato de
. 2430 - 106+ 1 74+ 1 -
metilo
acido laurico 2463 - - - 157+ 2
linoleato de metilo 2477 2096 30+1 - -
3-hidroxi-B-damascona 2513 - - - 160+ 0,6

4-vinil siringol 2538 - - - 1080 £ 1



81

Tabla V.1 (continuacién)
Indices de Kovats 2pH 4,2 PpH 7 °pH 5,5
Compuesto HP-Innowax HP-5 Desv. Estandar Desv. Estandar Desv. Estandar
(mg/kg) (mg/kg) (mg/kg)
4-hidroxi-B-ionol 2556 - 61+ 15 - -
4cido 3-fenilpropanoico 2598 - 83+ 25 - t
&cido tetradecanoico 2634 1780 - 1641+ 3
3-0x0-a-ionol 2640 1660 139+ 0,5 236+ 15 2627 +2
?-hidroxi-S,G-epoxi-B- 2666 ) i ) 2023+ 1.1
ionona
acido (Z)-cindmico 2682 1441 - - 1040+ 1,5
acido pentadecanoico 2720 1878 - - 1320+15
4cido (E)-cindmico 2832 1454 - - 3780 +2
acido hexadecanoico 2886 1992 9127 +25

2 Concentracion de volatiles extraidos a pH acido natural (4,2) expresado como mg equivalentes de n-decanol/kg de pulpa
+desviacién estandar; "Concentracion de volétiles extraidos a pH neutro expresado como mg equivalentes de n-decanol/kg de
pulpa + desviacion estandar; ‘Concentracion de volatiles liberados por hidrélisis enzimatica a pH 5,5 + desviacion estandar
expresado como mg equivalentes de fenol/kg de pulpa; t:< 0,1 mg/kg de pulpa; - no detectado.

En el extracto obtenido por hidrolisis enzimatica se caracterizan los &cidos por su
elevada concentracion y un nimero alto de ellos, siendo los mayoritarios: el cido
hexadecanoico, &cido benzoico, &cido (E)-cindmico y el acido (Z)-cindmico y de cadena
lineal, ademés del primero, estan el decanoico, tetradecanoico y pentadecanoico. Entre
los &cidos con menos atomos de carbono, el acético se presenta como enlazado
glicosidicamente, ya que no fue identificado ni a pH acido natural ni neutro. Otros
acidos como el octanoico y nonanoico solo se identificaron en trazas.

Los acidos, en su mayoria, se puede deducir que estan enlazados glicosidicamente.
De estos, algunos son mayoritarios. Los acidos hexanoico y octanoico, asi como el
benzoico y el 3-fenilpropanoico, se identificaron en baja concentracion al pH de la fruta.
Vale la pena mencionar la presencia de acidos insaturados como el (E)-2-hexenoico y
los (E)- y (Z)-cindmicos.

Otro grupo importante de compuestos son los alcoholes, quince de ellos fueron
identificados como agliconas y nueve solo a pH &cido natural y acido; principalmente
alcoholes con atomos de dos a cinco atomos de carbono y con 1, 2 y 3 grupos hidroxilo,
entre ellos estan el 1,2-etanodiol, 2,3-butanodiol y 1,3-butanodiol. El 2-butanol, se

perfila como el alcohol mayoritario en forma glicosidica.
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Figura IV.1 Distribuciéon por grupo funcional de los compuestos identificados en la
fraccion volatil de la guayaba pera a pH: acido natural (4,2), neutro (7),
liberadosa enzimaticaente a (5,5) por L-L. (1) acidos, (2) aldehidos, (3)
cetonas, (4) ésteres, (5) furanos, (6) hidrocarburos, (7) alcoholes, (8)
composicion variada.
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Compuestos aromaticos de cadena alifatica de uno a tres atomos de carbono se
encuentran en concentracion media. Los alcoholes insaturados de cadena lineal no
fueron detectados, pero si los aromaticos con insaturacién en la cadena alifatica, el
alcohol (E)-cinamilico se identificé como enlazado glicosidicamente, mientras que su
isémero (Z) no, a pH neutro este Ultimo presentd una mayor concentracién que a pH
acido natural. Respecto a los compuestos fenélicos, como el 4-vinilfenol (Sefton et al.,
1993), 4-vinilsiringol (Boido et al., 2002) y 2-vinilguayacol (Sanchez et al., 2005), con
importante significado sensorial en frutos como la uva, fueron identificados en la
guayaba como enlazados a glicdsidos, mientras que a pH neutro o natural no fueron
encontrados.

Otro grupo interesante de compuestos, desde el punto de vista biogenético, lo

forman los Cq3-norisoprenoides, constituyentes importantes en el aroma por poseer

atractivas propiedades sensoriales. Se les considera como productos de degradacién de
terpenos de alto peso molecular. Entre ellos, figuran la 3-hidroxi-p-damascona, 3-
hidroxibutanona, 3-oxo-a-ionol y 5-hidroxi-5,6-epoxi-B-ionona, algunos de ellos
derivados de la a- y B-ionona. El 3-oxo-a-ionol es uno de los mas abundantes. Estos
tres norisoprenoides, han sido reportados como enlazados glicosidicos en frutas como
papaya (Schwab et al., 1989), carambolo (Henderich et al., 1992), lulo (Suéarez et al.,
1991a), frambuesa (Pabst et al., 1992), nectarines (Aubert et al., 2003) entre otras. Los
aldehidos no fueron hallados como agliconas.

En relacién a los compuestos furanicos caracteristicos del aroma a caramelo solo la
2,5-dimetil-4-hidroxi-3(2H)-furanona fue identificada como aglicona. Compuestos con
grupo funcional mixto de importancia sensorial, como el acetato de 2-hidroxietilo y la
2,5-dimetil-4-hidroxi-3(2H)-furanona, son interesantes por poseer un atomo de carbono
asimétrico, que le confiere propiedades sensoriales diferentes a sus isomeros. Otros
autores han identificado este constituyente en frutas como fresa, pifia y mango
(Pikenhagen et al., 1981).

Respecto a los compuestos con funcién cetonica, se observa que el grupo oxo en la
cadena alquilica, se da principalmente en el carbono 2, como en la 2-pentanona, la 2-
heptanona y un compuesto hidroxicetonico como es la 3-hidroxi-2-butanona.

Compuestos hidroxicetonicos e hidroxiésteres como la 3-hidroxi-2-butanona y el



84

acetato de 2-hidroxietilo se hallaron como volatiles libres en la guayaba pera en baja

concentracion- Algunos de estos compuestos han sido encontrados también en pifia
(Sinuco et al.; 2004).

Constituyentes nitrogenados y azufrados, como el nicotinato de etilo y benzotiazol,

hallados en guayaba en forma libre, se detectaron enlazados también glicosidicamente.

Sub

4.7

1-

iogénesis no es muy bien conocida.

CONCLUSIONES

Mediante la extraccion L-L a diversos valores de pH, los grupos predominantes
fueron principalmente los ésteres, seguidos por los alcoholes, hidrocarburos y
aldehidos, y en menor proporcién, los terpenos, cetonas, hidrocarburos y acidos.
El extracto L-L a pH acido natural, se caracterizd por el aroma a guayaba fresca
muy dulce lo que es probable que se deba al mayor contenido de ésteres, la
mayoria provenientes del etanol, hexanol y alcohol cindmilico con el &cido
acético principalmente. Ademdas presenta un matiz ligeramente a verde,
posiblemente por los aldehidos y alcoholes de seis carbonos. El extracto
proveniente de los compuestos liberados enzimaticamente se caracteriza por un
aroma dulce similar a uno de los productos comerciales de la guayaba conocido
como bocadillo, aunque con menor intensidad. Mientras que el extracto a pH
neutro, presenta una nota menos floral y ligeramente mas alcohdlica.

Los constituyentes volatiles enlazados glicosidicamente fueron 35, con grupo
funcional diverso, obteniéndose en concentracion descendente: acidos, alcoholes,
fenoles y algunos Ci5-norisoprenoides. Los constituyentes mayoritarios, en orden
descendente de concentracién, fueron: acido benzoico, acetato de 2-hidroxietilo,
4cido (E)-cindmico, 2-butanol, 3-oxo-a-ionol, acido tetradecanoico, 3-0xo-a-
ionol, 3-hidroxi-5,6-epoxi-p-ionona y el &cido tetradecanoico. Esta identificacion
de volétiles enlazados glicosidicamente es la primera en pulpa de guayaba,

ademas del primer estudio hecho sobre guayaba cultivada en Colombia.



V. ESTUDIO CINETICO DEL PROCESO
DE DESHIDRATACION OSMOTICA
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5.1 INTRODUCCION

El proceso de deshidratacién osmética (OD), favorece la pérdida de agua, la
ganancia de solutos y conlleva cambios en el volumen, textura y aroma. La disminucién
del contenido de agua supone un aumento de la vida Gtil de producto (Moreno et al.,
2003).

La deshidratacion desde la antigiiedad ha sido usada como una de las principales
técnicas de conservacion de los alimentos. El principal objetivo de la deshidratacion es
extender la vida util, gracias a la reduccion del contenido de humedad en los alimentos,
disminuyendo la actividad del agua, lo que genera una actividad microbiana menor, que
junto con el valor del pH si es acido, alargan la vida del alimento sin deteriorarse,

aunque algunas de sus propiedades organolépticas pueden cambiar.

5.1.1 DESHIDRATACION OSMOTICA DE FRUTAS

La deshidratacién osmética de frutas y algunos vegetales ha sido usada desde
mediados del siglo XX. Pointing et al. (1966), dieron el nombre al proceso mediante el
cual un alimento con buena consistencia entero o fraccionado, es inmerso en una
disolucién azucarada o con sal de alta presién osmética, generando un gradiente de
presion osmética por el que el alimento provoca un flujo de agua hacia la solucién, a la
vez que los solutos de la disolucion entran al alimento por procesos de capilaridad. La
diferencia de presion osmotica igualmente genera salida de nutrientes como minerales y
vitaminas hidrosolubles hacia la disolucion (Dixon y Jenn, 1977).

La deshidratacién osmotica también puede utilizarse como pre-tratamiento en el
procesamiento de frutas, antes de la congelacion y el secado de frutas, mejorando
significativamente las propiedades del producto final. Al combinarse la deshidratacion
osmotica como pre-tratamiento y posterior congelacion la formacién de cristales de
hielo dentro de la fruta se reduce significativamente al disminuir el contenido de agua,
lo cual se ve reflejado en la disminucion de modificaciones estructurales y sensoriales
de ésta. La combinacion de estos dos tratamientos mejora la calidad de los tejidos, que

conserva mejor las propiedades texturales (Mugurama et al., 1987), estrechamente
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relacionadas con la estructura celular (llker et al., citado por Torreggiani et al., 2001).

En cuanto al secado, la implementacion de un pre-tratamiento osmético mejora la
retencién de color, baja el nivel de degradacion de la vitamina C, mejora la estabilidad
al modificar la composicion de azucar en la fruta, es decir aumentandola. La
concentracion de azUcar produce un efecto protector (Torreggiani et al., 2001), debido a
la modificacidn de la temperatura de transicion vitrea de la fruta, aumentandola, y como
consecuencia presenta un colapso estructural menor (Roos y Karel, 1991; Levi y Karel,
1995, citado por Torreggiani et al., 2001).

Una de las cualidades que mas se ve beneficiada es el aroma y el sabor porque se
potencia el contenido de azlicares y compuestos furanicos, piranicos y ésteres
principalmente, reteniéndose estos en los tejidos, mientras que los compuestos
carboxilicos y algunos alcoholes se eliminan hacia la solucion osmética, debido
probablemente a las diferentes solubilidades de estos compuestos en el agua
(Torreggiani et al., 2001). Se puede decir que la OD, mejora la calidad de sabor fresco
de algunas frutas (Marltini et al., 1991), potencia aromas clave en el aroma de muchas
frutas como pifia (Pino et al., 1999), evita la fermentacidn y prolonga la vida til del
producto (Talens et al., 2001).

5.1.2 CINETICA DE DESHIDRATACION OSMOTICA

La cinética de deshidratacion se ha analizado desde varios puntos de vista teniendo
en cuenta varios fendmenos como: pérdida de agua, ganancia de sélidos, cambio de
volumen y pérdida de peso (Pointing et al., 1966; Garrotte y Bertone, 1989). Una
explicacion a estos fendmenos fue propuesta y ampliamente conocida como es el
modelo (Fito y Chiralt, 1997; Barat et al., 1997) que contempla la cinética de los
cambios de composicion del producto desde dos puntos de vista: el primero de ellos
comprende los cambios de composicion de la fraccion liquida de la fruta que producen
cambios morfoldgicos de textura, calidad y estabilidad del producto y segundo la
cinética de la pérdida de peso, relacionada con la pérdida de agua y ganancia de solutos
que determinan la rentabilidad del proceso.

La pérdida de agua en la deshidratacion osmética ocurre principalmente en las dos



89

primeras horas, mientras que alrededor de los primeros 30 min del tratamiento ocurre la
mayor ganancia de sdlidos. Pasado este tiempo aproximadamente los flujos en los dos
sentidos se hacen mas lentos hasta llegar al equilibrio (Conway et al., 1983;
Guennengues, 1986; Giangiacomo et al., 1987). La velocidad de transferencia de masa
de otras sustancias hidrosolubles (sales, &cidos organicos, minerales, azlcares, etc.) es

tan lenta que puede considerarse despreciable (Dixon y Jen, 1977; Moreno et al., 2000).

5.1.3 VARIABLES DEL PROCESO DE DESHIDRATACION OSMOTICA

En el proceso de deshidratacion osmética de los alimentos existen algunas variables
clasificadas como variables de proceso e intrinsecas. Las primeras hacen referencia a la
composicién, concentracion de la solucién osmotica, temperatura aplicada durante el
tratamiento tiempo del proceso, presion del trabajo etc. (Barat et al.,1998). Las
segundas se refieren a variables del producto en si que se va a deshidratar como son:
tamafio, forma, estado de madurez, compactacion de los tejidos, contenidos de sélidos
solubles e insolubles, espacios intercelulares, la presencia de gas y la actividad
enzimatica, entre otras (Fito et al., 1993). De acuerdo a esto se discuten algunas de ellas

a continuacion:

e Efecto de la naturaleza de la materia prima. Estructura, tamafio y geometria.

Cada fruta tiene una composicion, forma y estructura particular. Respecto a su
estructura fisica algunos autores explican la influencia de esta variable (Pointing, 1973;
Islam y Flink, 1982; Lenart y Flink, 1984a). Respecto a lo compacto del tejido
(Giangiacomo et al., 1987), el contenido inicial de solidos solubles e insolubles
(Lennart y Flink, 1984a, 1984b), los espacios intercelulares, la presencia de gas, la
relacion entre las diferentes fracciones pécticas (pectina soluble en agua y protopectina)
(Forni et al., 1986), asi como el nivel de gelificacion de pectina (Moy et al., 1978) y la
actividad enzimatica de la fruta (Giangiacomo et al., 1987) afectan a los mecanismos de
transporte implicados en la deshidratacion osmética (Fito et al., 1994a; Lazarides, 1998;

Mavroudis et al., 1998; Chiralt et al., 1999), de tal forma que cuanto mayor sea la
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porosidad de la fruta, sera mayor la ganancia de sélidos.

Por otro lado, la ganancia de solutos y la pérdida del agua también estan
relacionadas con la geometria y tamafio del producto. (Lerici et al., 1985; Torregggiani,
1993). A mayor relacion superficie volumen, aumenta la pérdida de agua y se

incrementa la ganancia de solutos (Acosta, 1996).

e Efecto de la naturaleza del agente osmético.

La naturaleza del agente osmético, es importante para definir el comportamiento
del producto durante el proceso de deshidratacion osmética (Barat et al., 1998, 2001a).
En funcidon de las propiedades fisicas de la disolucién osmética, se observa un
comportamiento u otro, debido a la diferente interaccion entre el soluto, el agua y la
matriz sélida del alimento (Chafer et al., 2001). Como consecuencia de que la
disolucién osmética es rica en solutos que deprimen la actividad de agua, se crea una
diferencia de presion osmotica entre el alimento a deshidratar y la disolucién (Barrera,
2001). Agentes osmoticos como la glucosa, sorbitol, glicerina y almidén de maiz
hidrolizado son usados en la deshidratacién de frutas pero especialmente la sacarosa
(Biswal y Bozorgmehr, 1992) debido su disponibilidad, sabor, aroma y disminucion del
pardeamiento enzimatico (Karel, 1975; Tregunno y Golf, 1996). Para hortalizas,
tubérculos, carnes y pescados se emplea el cloruro de sodio. Algunos autores han

estudiado ampliamente el uso de otros agentes (Mercado, 1990; Guilbert et al., 1995).

e Efecto de la concentracion de la disolucién osmotica.

Como en toda disolucién, a mayor concentracion se favorece la transferencia de
masa y pérdida de agua (Torreggiani, 1995). Al incrementarse los sélidos solubles en
ella, se incrementa la viscosidad, la presion osmdtica asi como la velocidad del
transporte (Martinez-Monz6 et al., 1998a, 2001; Chéafer et al., 2001; Barat et al., 2001b,
2001c; Talens et al., 2000, 2001). Esta gran concentracion produce, mayor presion
osmética, mayor fuerza impulsora y los tiempos de deshidratacién se hacen méas cortos.

Esta propiedad también ha sido usada para agregar sustancias que enriquezcan el
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alimento y para evitar que la pared celular se descomponga, como es el caso de agregar
calcio cuyos iones disueltos participan en la reforzamiento celular aumentando la

ganancia de soluto osmético, como en mango (Cortés et al., 2007; Pérez, 1999).

e Efecto de la temperatura.

La temperatura es uno de los parametros que mas influyen en la velocidad de la OD.
El incremento de la temperatura incrementa la energia cinética de las moléculas
transferidas tanto para la eliminacion de agua, como para la entrada de sélidos solubles
(Lazarides et al., 1999; Lazarides, 2001). A temperaturas menores de 40 a 50 °C, las
membranas celulares mantienen su funcionalidad limitando el transporte, se conserva el
color y se mantienen las caracteristicas sensoriales. Por encima de estas temperaturas,
ocurre pérdida de actividad bioldgica celular, lo que trae como consecuencia que el
transporte sea mas rapido, pero cambia negativamente la estructura del tejido de la fruta
ademas de la textura, sabor y aroma.

El cambio mas importante sufrido por la fruta, ademas de los mencionados
anteriormente, son los cambios texturales y estructurales como son el ablandamiento por
el efecto de la temperatura y la pérdida de turgor celular. No obstante, acerca de la
temperatura no se puede generalizar porque cada alimento tiene una temperatura

adecuada dependiendo de su estructura celular (Torregiani, 1993).

e Efecto de la presion de trabajo.

En el secado osmdtico, la presion de trabajo tiene gran importancia en el
mecanismo Y la velocidad de la deshidratacién del alimento. Cuando se habla de presion
de trabajo se hace referencia a procesos que se desarrollan a presion atmosférica y a los
procesos efectuados a vacio, cuando se aplica pulso de vacio (Barat et al., 1998). El
empleo de vacio en la deshidratacion osmética contribuye a disminuir el tiempo de
trabajo. Esto ocurre debido a la eliminacion de aire del interior de la fruta, con lo que
aumenta la interfase de contacto entre el alimento y la disolucién osmotica (Barat et al.,

1998). El gas ocluido sufre una expansion para equilibrarse con la presion a que se
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somete el sistema y al restituir la presién atmosférica se produce la entrada de liquido
externo en los poros ocupados inicialmente por gas, en el mismo sentido. La aplicacion
del pulso de vacio, acelera la transferencia de masa (Fito y Chiralt, 2000; Escriche et al.,
2000b; Barat et al., 2001b).

Este método requiere equipos un poco mas costosos. Sin embargo, la disminucién
del tiempo de proceso deshidratacion compensa la mayor inversion en el dinero usado
para el equipo (Mata, 1993; Pastor, 1994; Pensaben, 1994; Barat, 1998).

e Efecto de la agitacién del sistema.

La agitacion del sistema también influye en la velocidad de deshidratacion. El agua
que sale de la fruta se difunde lentamente a través de la disolucion osmética, lo que hace
que en la interfase entre la fruta y el jarabe se produzca un efecto de dilucion que
demora el tiempo de deshidratacién. Si la disolucidn es agitada suavemente, el agua que
sale de la fruta se difunde con mayor velocidad, evitando el efecto de dilucién
(Camacho, 2004).

e Efectos del transporte en el tejido vegetal.

No se puede dejar de mencionar el efecto que puede producir en el tejido vegetal el
proceso de deshidratacion osmotica. Este sufre variaciones, dependiendo de la
disolucién en la que se encuentrae; el tejido se hincha o encoge dependiendo de los
factores anteriores, asi como de la difusion extracelular y la permeabilidad de las
membranas. La superficie de la membrana, directamente en contacto con la disolucion,
debera ser la mas afectada en cuanto a su extructura, mientras que las mas alejadas
permanecerdn completamente turgentes (QI, et al., 1998). En algunos casos, la
acumulacion superficial del soluto, por concentracion alta de la disolucion, puede causar
una ruptura de la estructura celular y alterarla produciendo dafio en los tejidos por
cristalizacion del soluto, o incluso concentraciones muy altas pueden llegar a encoger el

tejido, con cambios significativos en el volumen que llegan a obstaculizar los
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fendmenos de transporte (Lenart y Flink, 1984b).

e Efecto sobre la estructura celular.

Algunos autores (Alzamora et al., 1997), han estudiado como los efectos que
producen los tratamientos de OD sobre la estructura celular:
- colapso de la matriz porosa.
- Cambios en la estructura de la pared celular.
- Pérdida de la funcionalidad de la membrana plasmatica.
- Incapacidad de recuperacion del volumen original.

- Encogimiento del tejido, etc.

5.1.4. PROCESO DE IMPREGNACION A VACIO

La superficie interna y externa de los poros o espacios intercelulares presentes en la
fruta juegan un papel importante en la velocidad de transferencia de masa cuando estan
en contacto con la solucién osmodeshidratante, sobre todo cuando se utilizan a
presiones sub-atmosféricas.

La mayoria de los alimentos solidos son porosos y muy sensibles a los fendbmenos
de transporte durante su proceso, creandose gradientes de presion en el sistema. Las
operaciones unitarias en el sistema que implican transferencia solido-liquido son muy
habituales en la industria de los alimentos, como en encurtidos, conservas, obtencion de
aceites esenciales, deshidratacion osmética, salado de alimentos por inmersion, en
salmuera entre otros, siendo la impregnacion a vacio una alternativa para acortar los
tiempos de proceso (Chiralt y Fito, 1997; Gonzalez et al., 1999).

La impregnacion a vacio permite mejorar algunas propiedades fisicas del producto
durante el procesamiento, como el color, textura, enriquecimiento de nutrientes (sales de
calcio o antipardeantes, (Fito et al., 2001a, 2001b y 2001c). Las sales de calcio dan
firmeza al tejido parenquimatico como en el caso de patatas, tomates, 0 manzanas
peladas, (Drake y Spayd, 1983), mejoran la vida util de almacenamiento (Poovaiah y

Moulton, 1982), reducen el marchitamiento (Conway y Sams, 1983), previenen el
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derrumbe de la estructura (Bangerth et al., 1972). La impregnacion a vacio, permite la
adicion de crioestabilizantes y crioprotectores a frutas en tratamientos previos a la
congelacién (Ayala, 2001; Talens et al., 2002), el incremento de la velocidad del salado

en carnes y pescados (Barat et al., 2001c; Andrés et al., 2001a, 2001b), entre otros.

5.1.5 MECANISMO HIDRODINAMICO

La estructura porosa de los alimentos es responsable de la accion del mecanismo
hidrodindmico de los alimentos (HDM) en los procesos con cambios de presion. Este
mecanismo, propuesto por Fito y Pastor (1994), describe y modela (Fito, 1994) como
un fenébmeno de transferencia de materia, que ocurre en operaciones sélido-liquido y
gue es importante cuando se trabaja en condiciones de vacio. Los autores explicaron que
el gas atrapado en los poros del alimento, sufre una expansién para equilibrarse con la
presion impuesta al sistema, lo que implica un nivel de desgasificacion de la estructura
porosa del alimento y por otra, una penetracion del liquido por capilaridad cuando el
sistema ha alcanzado el equilibrio. Una vez suspendido el vacio, se establece la presion
atmosférica y se forma un nuevo gradiente de presion, que hace que los espacios
intercelulares o poros se llenen parcialmente del liquido. La entrada de la disolucién en
el tejido supone un aumento de la superficie de contacto dentro de los poros que
contribuye al incremento de la velocidad de transporte (Fito y Chiralt, 2000). La
cantidad del liquido depende del nivel de desgasificacion y por tanto de la presion de
trabajo. Esta penetracion puede ser reversible y esta controlada por la expansion del gas
ocluido en los espacios intercelulares.

Las variaciones de presién pueden tener acoplados fenémenos de deformacion-
relajacion de la matriz sélida del alimento poroso. La actuacion del HDM y de los
fendmenos de deformacion-relajacién (DRP), afectan a la microestructura del alimento,
las propiedades mecénicas y las fisicas del producto obtenido (Andrés, 1995; Fito y
Chiralt 1995; Fito et al., 1996).

La Figura V.1 ilustra el comportamiento de los fendmenos de deformacion-
relajacion y HDM de un sistema poroso sumergido en un liquido, en las diferentes

etapas de un proceso de impregnacion. El volumen de gas atrapado en el interior del
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poro (Vg) at =0, antes de cualquier interaccion sélido-liquido, se tomé como referencia

para los calculos:
V=1 (V.1)

La relacion entre el volumen total del gas (V) en una muestraat =0y el volumen
inicial de la muestra (Vy), se define como la porosidad efectiva del producto (&,):

T (V.2)
VO

€o
Cuando se lleva a cabo una operacién de impregnacion a vacio, el sistema es
sometido a una presion de vacio (p,), durante un tiempo t; (Figura V.1), esta situacion
provoca la expansién del gas ocluido en el interior de los poros, una salida parcial del
mismo Yy en cierta medida una deformacion de la matriz sélida (Etapa I-A en la Figura
V.1); aumenta el valor de VVg. Cuando la presion interior (p;) se hace igual a la presién
exterior (pe), (at =1") se detiene la salida del gas desde el interior de los poros.
Entonces el volumen del gas en los mismos aumenta en X, como consecuencia de

la deformacioén, alcanzando un valor de:

Vgia =1 +Xq (V.3)

Se puede asumir que, en este momento, actta el mecanismo hidrodindmico vy el
liquido externo empieza a entrar en el poro por efecto capilar (etapa 1-B, en la Figura
V.1). El gas residual se comprime hasta alcanzar una nueva situacién de equilibrio justo
cuando p; = p1 + per, Siendo por la presién capilar, a t = t;. Se asume que no existe
deformacion entre t” y t;. En el equilibrio, el volumen de gas disminuye en la misma

proporcion en que penetra el liquido por HDM (X,,):
Vg =1+ X - Xy (V.4)

Cuando se restaura la presion atmosférica en el sistema la presion externa (pe), se
iguala a la presion del liquido (p,) y la fuerzas debidas a las diferencias entre la presion

externa e interna pueden producir, tanto deformacion de la matriz sélida como
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impregnacion por HDM (etapa 2 en la Figura V.1). Al igual que antes, cualquier
cambio en el volumen de la muestra (debido a cambios en la presién externa) se asume
que es debido a cambios en el volumen del gas interno principalmente. En el equilibrio
t = tp, el cambio de volumen y la penetracion del liquido en el poro, durante la etapa 2
sera X, ¥ X, respectivamente.

La penetracién neta de liquido por HDM vy la deformacién de la matriz sélida (X.) a

lo largo de la operacién de impregnacion a vacio puede calcularse como:

Xy = Xyt Xz (V.5)

Xc = Xcl + Xcz (V-6)

Los valores del volumen del gas en los poros después de la etapa 2 (Figura V.1)
serfan:
Vg =1+ Xe- X, V.7

El valor de cualquier variable referida a un poro ideal, puede extenderse al total del
volumen de la muestra, multiplicando por la porosidad efectiva de producto (e,),
mostrado en ecuaciones V.8 y V.9. Por tanto, se puede definir la penetracion (X) y
deformacion netas (y), por unidad de volumen de muestra inicial, mediante las

ecuaciones V.10 y V.11.

X = gXy (V.8)
Y = eeXc (V.9)
X = X;+ X, (V.10)
Y =ty (V.11)

El fendmeno de deformacion de la matriz sélida, como resultado de los gradientes
de presion impuestos al sistema, se supone que va seguido por una relajacion debida al

comportamiento viscoelastico de la matriz. Parece evidente que el acoplamiento de
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ambos fendémenos HDM y DRP, afectara profundamente los valores de X y de 1.
Para la etapa 1, la ecuacion de equilibrio mecanico viene dada por (V.12) (Fito et

al., 1996), mientras que para la etapa 2, viene dada por la ecuacion (V.13).

1
X,—y, =e|1-= |- (V.12)
n n
SITUACION A t=10 P, =presion externa
V. = volumende gas \ \‘
Dentrodel poro V=1 P. | =p, =p..
P,.= presion atmosférica
P _=presion capilar
ETAPA1-A | 0<t <t P, =P <P,
|
<OR Vioia pp
: Salida de gas
-
i X., Cuando P ;= P, (t=t):
: - 'v‘;m =1+X &
T
i
ETAPA1-B i Pttty P.=P1 <Py
[ 1
1
| Ve HDM
1
i X En el equilibrio (t=t): i
-
: P=PP.=PiP. oo o
| Veip=1+X oy -Xu -
I 1
ETAPA-2 | K e X .
I
' HDM
! FDR o V2| M
I
i (-)¥Xa i Enel equilibrio (t=t;);
+ * p-p+P.=P+P,
V. =1+X.-X,

Figura. V.1 Sistema s6lido-liquido. Evolucion de la deformacion de relajacion y
HDM en un poro ideal (adaptado de Fito et al., 1996)
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X~y :ge[l_l)—ﬂ (V.13)
r-2 r2

La ecuacion V.13 serd la de equilibrio para el HDM acoplado con DRP, para
operaciones sélido-liquido a vacio. Puede utilizarse para calcular los valores de &, a

partir de los valores experimentales X, v, y y1.

8=(X—7/)r2+7/1 (V.14)
r,-1
La determinacion experimental de y; no es facil. No obstante, cuando se trabaja a

presiones relativamente bajas, r, es muy grande, y puede admitirse por tanto:
Xy) 12 >>71 (V.15)

Por lo que y; puede despreciarse y ademas, si se tiene en cuenta que en muchos
casos puede aceptarse que no ocurre deformaciones, el valor de y es igual a cero y las

ecuaciones V.12 y V.13 se convierten en:

X = 5(1 - 1) (V.16)

ry

El modelo de HDM propuesto por Fito y Pastor (1994), no tiene en cuenta las
deformaciones del producto. Sin embargo, ocurren cambios a nivel estructural,
provocados por cambios de presion debido a las propiedades viscoelasticas soportadas
por la estructura (Pastor, 1994; Andrés, 1995; Fito et al., 1996; Salvatore et al., 1998;
Grass et al., 2002), llevando a concluir que el HDM, ocurre acoplado a fenémenos de
deformacion-relajacién (DRP) de la matriz sélida del alimento poroso. La actuacion del
HDM y de DRP, esta afectada por la microestructura del alimento y por las propiedades
mecanicas que le caracterizan, asi como por las propiedades del flujo del liquido externo

en los poros (Talens, 2002), produciendo a la vez cambios importantes en las
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propiedades fisicas del producto (Martinez-Monzo, 1998; Martinez-Monzo et al., 1997,
1998, 2001; Fito et al., 2001, 2002).

Se ha propuesto un modelo matematico (Fito y Chiralt, 1995; Andrés, 1995; Fito et
al., 1996) teniendo en cuenta los posibles cambios de volumen que implica la
operacidn, explicando de esta forma los dos mecanismos HDM y DRP, en operaciones
con cambio de presién. Mediante este modelo, aplicado a un gran ndmero de frutas y
vegetales estudiadas, puede explicarse la deformacion de las muestras debido a cambios
producidos durante la impregnacion a vacio, quedando demostrada la viabilidad del
cambio composicional por la accién de un simple pulso de vacio en el sistema
disolucién producto (Salvatori et al., 1998; Sousa et al., 1998; Fito y Chiralt, 2000; Fito
et al., 1999, 2000, Andrés et al., 2001a; Gras et al., 2001, 2002).

Las deformaciones relativas del volumen de la muestra (y), asi como la variabilidad
de la impregnacion X de la misma, en este tipo de operaciones, dependen esencialmente
de varios pardmetros como son (Fito et al., 1996 y 1999; Chiralt et al., 1999):

- Laformay tamafio de la muestra.

- La estructura del tejido que depende no solo de la porosidad total sino del

tamafio y distribucion de los poros y su comunicacion entre ellos y el exterior.

- EIl tiempo de relajacién de la matriz que es funcién de las propiedades
mecénicas del material.

- La influencia de la velocidad del flujo de gas y del liquido por el HDM, que a
su vez es funcion de la estructura (tamafio y forma de los poros, asi como la
viscosidad de la solucién).

Estos factores afectan a la cinética de los tres fendmenos acoplados en la
impregnacion a vacio: la salida del gas, la deformacion de la matriz sélida y la entrada
del liquido. Los resultados del proceso de impregnacion dependeran de cual de ellos sea
el fenomeno limitante de cada periodo (t; y t,) (Panadés et al., 2003; Pino et al., 2008).

Pueden definirse los tiempos caracteristicos de penetracion (tp) o relajacion (tr)
para el HDM y DRP. Si los valores de tr son mucho mas largos que los tp, el transporte

de gas- liquido ocurre sin deformar la muestra:

n=0 (V.17)
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X =¢, [1+ i] (V.19

En el caso opuesto de que tr << tp, el principal efecto sera la deformacion, y el

HDM no actuara en forma significativa:

Xi > 0 (V.19)

Ocurre que cuando tr y tp estan en el mismo orden de magnitud, el acoplamiento de
los mecanismos anteriormente descritos conduce a la ecuacién donde y puede ser
negativa o positiva.

En conclusién los tratamientos a vacio, durante las operaciones sélido-liquido en
alimentos, pueden afectar sensiblemente la cinética de los fendmenos de transferencia
de masa y calor, como consecuencia de las modificaciones estructurales, fisicas y
quimicas debidas a la actuacion de HDM y DRP. La calidad del producto final puede

verse afectada, por tanto, por las mismas razones. Algunas modificaciones pueden ser
caracterizadas por los valores de X'y vy, ambos relacionados con la porosidad eficaz de

la matriz sélida y con las variables de operacién. El analisis de las relaciones entre la
cinética del HDM-DRP vy las propiedades estructurales y mecéanicas del producto inicial
y final y las variables del proceso, es necesario para una mejor modelacion de las

operaciones sélido-liquido (Panadés, 2006).
52 MATERIALES Y METODOS

5.2.1 MATERIA PRIMA

La experimentacion se llevd a cabo, utilizando guayaba pera fresca, Palmira Ica-1
proveniente de un cultivo tecnificado de la Hacienda Yulima, en el municipio de Coello,
Tolima. La eleccion de las frutas para los distintos tratamientos se baso en parametros
como tamafio, color, dureza, grado de madurez, y que estuviera libre de imperfecciones
a nivel superficial.

Para la preparacion de las diferentes concentraciones de las disoluciones osméticas
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se us6 azUcar blanca comercial (grado alimentario) en agua destilada a concentraciones
(20, 30, 40, 50 y 60 °Brix). No se consideraron los resultados a 60 °Brix, porque la

pulpa quedé demasiado dura y sin aroma.

5.2.2 EQUIPOS E INSTALACIONES

Los ensayos se efectuaron en el Laboratorio de Fitoquimica y Aromas del
Departamento de Quimica de la Universidad de los Andes en Bogotd. Colombia, a
presién atmosférica (560 mm Hg).

Los materiales y equipos utilizados para la experimentacion fueron los siguientes:

- bafio de acero inoxidable con recirculacion y control de temperatura

- recipientes plasticos con capacidad para 5000 mL.

- agitador mecénico Kika Laboratorios Technik. RW 20DZM.n. Brasil

- canastas plasticas para ensayos por triplicado de 20 cm de largo por 7 cm de

diametro, cada una dividida en 3 compartimentos.

Para la realizacion de los experimentos con pulso de vacio se us6 una bomba de
alto vacio (Fisher Scientific, Maxima plus, Model M8C, serial 922036) conectada a una
camara (termita hermética) provista de un manémetro y termémetro. Dos trampas, una
vacia y otra con cloruro de calcio se conectaron entre la bomba y la termita para

proteger la bomba de sustancias provenientes de la muestra.

5.2.3 PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

Las frutas seleccionadas se limpiaron manualmente con agua destilada y se secaron
manualmente con un pafio adsorbente teniendo cuidado de no maltratarlas. Se procedi6
a retirar la cascara de la fruta con un pelador manual. La base y la punta de la fruta se
retiraron con un cuchillo, al igual que las semillas. De cada fruto se obtuvieron 8
muestras (cascos), las cuales fueron pesadas individualmente en una balanza analitica
marca Ohaus Explorer con sensibilidad de 0,0001 g. Las muestras fueron colocadas en
las cestillas usando cddigo de colores para poderlas diferenciar, facilitando el estudio

del efecto de la deshidratacion osmética sobre cada muestra (Fig. I11. 7).
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Las cestas que contenian las muestras se introdujeron en el tanque del equipo
deshidratador que contenia la disolucién osmética, inmersa en un bafio de Maria. La
temperatura del bafio, fue controlada con un termopar y un termémetro de vidrio
previamente confirmado su calibracién. La de la disolucion se controlé6 con un
termémetro de vidrio. Las temperaturas usadas fueron 30, 40 y 50 °C para cada
concentracion osmotica. La agitacion se efectu6 a 150 rpm, de forma constante.

Las disoluciones osmdticas y las muestras presentes en el tanque cumplian con una
proporcion de 20:1 permitiendo asi tener un control sobre la concentracion total de la
disolucién. Las muestras fueron retiradas a los 15, 30, 60, 120, 180, 280 y 360 minutos.
En cada caso se escurri6 la canasta y las muestras se pasaron sobre papel adsorbente
para retirar la disolucion superficial. Posteriormente se realizaron operaciones de
control de peso, humedad y contenido de sdlidos solubles. Para cada concentracién de
sacarosa se llevd a cabo un tratamiento a presion atmosférica (560 mm Hg). Los
tratamientos con pulso de vacio se llevaron a cabo aplicando una presién de 50 mbar
durante 10 min al inicio del proceso. Una vez cumplido este tiempo se restaur6 la
presion atmosférica (Fito et al., 1994a).

5.2.4 ANALISIS REALIZADOS

5.2.4.1 DETERMINACION DE SOLIDOS SOLUBLES

La determinacion de los sélidos solubles fue realizada mediante la medida del
indice de refraccién al zumo de la muestra homogenizada a 8000 r.p.m. con un equipo
ultraturrax. La lectura (°Brix) correspondiente al contenido de los sélidos solubles de la
fraccion liquida de la muestra expresada en porcentaje y realizada en un equipo ABBE
ATAGO, 3-T a 20 °C. Como valor se considero el promedio de tres repeticiones para
cada muestra con diferencias entre ellas de 0.1 °Brix.

La fraccion de solidos solubles referidos a la composicion total (fraccion liquida +

matriz sélida) Xs, se expresa de acuerdo a la formula:
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xs = LW [ Kg o (V.20)
(1_28)) kg fruta

donde:

Xw = La fraccién masica del agua en la fruta.
Zs = Fraccion mésica de solutos en la fase liquida.

Xs = Fraccion masica de solutos en la fruta.

5.2.4.2 DETERMINACION DE pH

El pH fue determinado en un potenciometro marca Fischer Scientific AR-50
(doble canal/ pH/ion/Conductividad). La medicion se realizé sumergiendo el electrodo
en el puré de la fruta previamente homogenizada. Se consideré en promedio de dos
determinaciones efectuadas en la misma muestra con una diferencia menor a 0.1

unidades de pH.

5.2.4.3 DETERMINACION DE ACIDEZ

El porcentaje de acidez se determind de acuerdo a la norma espafiola (UNE 34-211-
81) para productos liquidos derivados de productos vegetales como frutas y verduras.

Se pesaron 10 g de del puré de frutas en un matraz aforado de 100 mL que se
complet6é con agua hasta la marca de aforo. A una alicuota de 10 mL, se le agregaron
tres gotas de fenolftaleina como indicador. La acidez (Ac) expresada como gramos de
acido citrico anhidro/100 ml de zumo se calculo:

100 100

Ac==—V,C— f (V.21)
M Vo

donde:

M = Masa de la muestra (g)
V,= Volumen de la alicuota

V= Volumen de la solucion de hidroxido de sodio usada en la titulacion.
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C = Normalidad de la solucién de hidroxido de sodio (mL)
f = Factor de conversion correspondiente a la expresion como acido citrico
(f=0,07).

5.2.4.4 DETERMINACION DE LA VARIACION DE PESO

Se determind el peso de cada muestra antes y después de su correspondiente
tratamiento osmotico, empleando una balanza analitica, Ohaus Explorer con
sensibilidad de 0,0001 g.

5.2.4.5 DETERMINACION DE HUMEDAD

La humedad se determind de acuerdo al método 20.013 (AOAC, 1980) para frutas
con contenido de azUcar. EI método consiste en la determinacién de la pérdida de peso
cuando la muestra se coloca en una estufa a vacio a 60 °C hasta peso constante.

La fraccion mésica de agua (Xw), se calcula con la ecuacion V.22:

XW — Ptmh + Pcms (V22)
IDcmh - Pc
donde:
P. = Peso del conjunto constituido por crisol, arena seca y muestra (Kg).

Penh. = P¢ + muestra himeda (kg)

Pems =P + lamuestra seca (kg)

5.2.4.6 DETERMINACION DE DENSIDAD APARENTE Y REAL

La densidad inicial de la muestra se determind mediante el desplazamiento de
volumen del liquido (agua destilada), con un picnémetro a 20 °C. Debido a que la
muestra presenta aire ocluido en los poros se obtuvo un valor de densidad aparente (ps).

Los valores p, (kg/m°) se obtuvieron aplicando la ecuacion siguiente:
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P

S S— (V.23)
R+P =P, o

Pa

donde:

Densidad del liquido de referencia (kg/m®)

ﬂ— =

P = peso del picnémetro aforado con el liquido de referencia (g).
Ps = Peso del trozo de fruta (g)

P = Peso del picnémetro mas trozo de fruta enrasado con el liquido

de referencia (Q).

La determinacion de la densidad real (o), se realiz6 de la misma forma pero
aplicando una etapa de vacio en el picnémetro con el liquido de referencia y la muestra

a fin de eliminar todo el aire ocluido en los poros.
Calculo de la porosidad real

El célculo de la porosidad real se obtuvo a partir de la densidad aparente y real

segun la siguiente relacion matematica:

e =L Pa (V.24)
Pr

5.3 RESULTADOS Y DISCUSION

Las caracteristicas de la guayaba pera, procedente del Tolima, fueron las siguientes:
respecto a la humedad los valores oscilaron entre 81 al 85 %, solidos solubles del 8.8 al
11%, acidez 0,51 % (+0,5) como &cido citrico; longitud variable, de 12 a 16 cm;
didmetro de 6 a 10 cm; densidad aparente de 981 (+ 3) g/dm?; densidad real 1048 (+ 7)
g/dm?®; porosidad real 5,9 % (+ 5)
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5.3.1 ESTUDIO DE LA CINETICA DE DESHIDRATACION OSMOTICA

El analisis de la cinética se realiz6 teniendo en cuenta dos puntos de vista:

- El primero se bas6 en la rentabilidad del proceso. Para ello se analiz6 la pérdida de
peso y volumen asociada con la pérdida de agua y ganancia de solutos a través del
modelo empirico en términos de la raiz cuadrada del tiempo (Fito y Chiralt, 1997; Barat
etal., 1997, 1997a).

- Desde otro punto de vista, se analizaron los cambios de composicion ocurridos en
la fraccion liquida de la misma, utilizando para ello una aproximacion difusional.

- Para los célculos de variacion de la masa (AM), agua (AM,,) y solutos (AMy) se
usaron las ecuaciones (V.25; V26, V27):

AM :LOMO (V.25)
M
am, = M) (726 (V.26)
MO
AM, _(MUx)-(mo*x¢) (V.27)

donde:
M°= Masa inicial de la muestra (g).

M'= Masa de la muestra en el tiempo t (g).

0 .. ;- T . .
Xg = Fraccion masica de solidos solubles de la muestra al tiempo 0 (°Brix).
X; = Fraccion masica de solidos solubles de la muestra en el tiempo t (°Brix).
0

Xy = Fraccion mésica de agua de la muestra en el tiempo 0 (kg/kg).

X\;, = Fraccion masica de agua de la muestra en el tiempo t (kg/kg).

Para todos los procedimientos se comprobaron los balances de masa mediante la

siguiente relacion:
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AM =AM, + AM (v.28)

5.3.2 BALANCE DE MATERIA

Al tratar una matriz biolégica, ocurren cambios en su textura debidos a la ganancia
de solutos y eliminacion de agua; con el fin de minimizar los posibles errores se
ejecutaron los balances de materia de todos los tratamientos realizados.

Este balance se realizé calculando las pérdidas de agua y ganancia de solutos y se
compararon con las pérdidas de masa total (ecuacion V.28). Segln esta ecuacion la
pérdida de peso (AM) equivale a la pérdida de agua (AM,,), mas la ganancia de sélidos
solubles (AM;) calculados con las ecuaciones V.25, V.26 y V.27, respectivamente (Fito
y Chiralt, 1997). Los valores obtenidos en los diferentes tiempos se detallan en la tabla
de Anexos 1 a 6. Como puede observarse en la figura V.2, los puntos experimentales se

alinean en la diagonal, lo que reitera la validez de los datos experimentales obtenidos.

PA PVOD

AMw+AMs
AMwW+AMs

03 -03

AM 05 AM

-05

Figura V.2. Balance de materia del estudio cinético de la guayaba con y sin pulso

de vacio
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5.3.3 CINETICA DE PERDIDA DE AGUA Y GANANCIA DE SOLUTOS

La Figura V.3 a V.5 muestra la pérdida de agua (AM,,), la ganancia de solutos
(AM) y el cambio de peso (AM), en funcién de la raiz cuadrada del tiempo para los
distintos ensayos.

Para modelar los cambios anteriormente descritos en el proceso de deshidratacién
osmética con y sin pulso de vacio, se emplearon las ecuaciones empiricas V.29 a V.31
en funcidn de la raiz cuadrada del tiempo utilizado en el proceso (Barat et al., 2001a;
Chafer et al., 2001; Fito y Chiralt, 1997; citado por Giraldo et al., 2003).

AM,, = K,,t° + K

(V.29)
donde:
Kw = Velocidad de transferencia de agua.
K\f, = Ganancia de agua a tiempo cero.
AM¢ = Kt + K¢ (V.30)
donde:
Ks = Velocidad de transferencia de solutos.
Ksg = Ganancia de solutos a tiempo cero.
AM =K, t*° + K}, (V. 31)
donde:
Kwm = Velocidad de transferencia de masa.
KY = Ganancia de masa a tiempo cero.

Los valores de los coeficientes (K;) representan matematicamente la pendiente y

estan asociados con la velocidad de transferencia de solutos o agua ocurrida a través de
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los mecanismos difusionales y osméticos en los espacios intercelulares o
transmembranales dependientes de gradientes de concentracion. Las ordenadas en el
origen (K°) cuantifican la ganancia de solutos 0 masa o la pérdida de agua en tiempos
muy cortos de proceso, debido a la accion de los mecanismos hidrodindmicos (HDM),
dependientes de gradientes de presion y/o de temperatura que incluyen los efectos
capilares que naturalmente dependen de la naturaleza de la estructura del material en
estudio (Fito y Chiralt, 1997, citado por Giraldo et al., 2003). Las ordenadas en el
origen se consideraron despreciables en todos los casos, con lo que los ajustes,
permitieron obtener los coeficientes Ki.

En la tabla V.1 se muestran los valores de los coeficientes cinéticos Ki obtenidos a
30, 40 y 50 °C a partir de las ecuaciones V.29, V.30 y V.31.

TABLA V.1 Parametros cinéticos (variacion de agua y solutos) para los diferentes
tratamientos a 30, 40 y 50 °C con las diferentes disoluciones
osmoticas (Ys = °Brix/100)

ODa30°C PVOD a30°C ODa30°C PVOD a30°C
Y, Kw * 10 R? Kw * 107 R? Ks* 103 R? Ks* 103 R?
( 8-0.5) ( 5-0.5) ( S-O.S) ( S-O 5)
0,5 -2,8 0.999 -3 0,968 1 0.995 0,8 0,966
04 -2,6 0,999 -2,4 0,966 0,7 0,999 0,7 0,993
0,3 -2,5 0.994 -1,5 0,978 0,3 0,994 0,5 0,979
0,2 -1,5 0,991 -1,1 0,990 0,2 0,956 0,4 0,985
ODa40°C PVOD a 40°C ODa40°C PVOD a 40 °C
Y Kw * 10 R? Kw * 107 R? Ks* 103 R? Ks* 103 R?
( 8-0.5) ( 5-0.5) ( S-O.S) ( S-O 5)
0,5 4.4 0,956 -4,1 0,986 0,5 0.987 1,3 0,989
04 -3,9 0,960 -2,8 0,984 0,4 0,993 1,2 0,981
0,3 -3,6 0,947 2,1 0,986 0,4 0,987 0,7 0,947
0,2 -2,8 0,975 -1,3 0,988 0,3 0,958 0,5 0,976
ODabs0°C PVOD a50°C ODab50°C PVOD a 50°C
Y, Kw * 10 R? Kw * 107 R? Ks* 103 R? Ks* 103 R?
( 5-0.5) ( S»O.S) ( S»O.S) ( S-O 5)
0,5 -4,9 0,986 -4.1 0,987 0,5 0,906 1,4 0,958
04 -3,3 0,973 -2,9 0,953 0,5 0,942 1,2 0,959
0,3 -2,6 0,977 -2,5 0,993 0,4 0,899 0,9 0,978
0,2 -1,9 0,959 -1,3 0,974 0,4 0,982 0,1 0,973

Ys: °Brix de la disolucién osmotica dividido por 100
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Observando los valores a presion atmosférica el valor de la constante cinética para
Ky aumenta al incrementar la concentracion de la disolucién, lo cual es l6gico dada la
mayor fuerza impulsora del proceso. El valor méas alto para la transferencia de agua se
obtiene para los tratamientos a 50 °Brix y 50 °C. El aumento de temperatura favorecié
la velocidad de transferencia de agua al pasar de 30 a 40 y 50 °C. La aplicacion de vacio
en este caso supone una disminucién de la velocidad de pérdida de agua lo que puede
explicarse por la entrada de disolucién osmética en los poros, sobre todo en las
disoluciones poco concentradas de menor viscosidad. (Barat et al., 2001b, 2001c).

Al analizar el parametro Ks, en los tratamientos a presion atmosférica se observa
una tendencia a aumentar, cuando aumenta la concentracion de la disolucion, siendo un
valor mayor a la temperatura mas baja y sin diferencias notables entre 40 y 50 °C. Esto
sugiere que la entrada de solutos ocurre por capilaridad en la zona externa de la fruta,
cuyo tejido colapsa estructuralmente al aumentar la temperatura inhibiendo la entrada
de la disolucion osmética.

Los valores de Ks en el proceso a vacio, como era de esperar, aumentan
especialmente, cuando la deshidratacion se realiza a 40 6 50 °C respecto a los de 30 °C,
probablemente debido a la disminucion de la viscosidad de la disolucion, lo que
favorece los mecanismos hidrodindmicos.

Al analizar la velocidad de la pérdida de peso (Tabla V.2), se observa que la constante
aumenta a medida que se incrementa la concentracion de la solucién, como era de
esperar y de igual manera aumenta al incrementarse la temperatura. Esto es coherente
con los mecanismos difusionales, se promuevan al aumentar por la concentracion y la
temperatura, fomentandose el flujo de agua hacia el exterior, perdiendo mas peso y
ganando solutos hacia el interior, aunque en menor proporcion. En general la aplicacion
del vacio no aumenta la velocidad de pérdida de peso, debido a la promocion de la

ganancia de solucion osmotica.
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Figura V.3 Cambio en la masa (AM), pérdida de agua (AMw) y ganancia de soluto
(AMs) (a), (b) y (c) en funcién de la raiz cuadrada del tiempo para
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Figura V.5 Cambio en la masa (AM), pérdida de agua (AMw) y ganancia de
soluto (AMs) en funcion de la raiz cuadrada del tiempo para ambos
tratamientos, OD y PVOD a 50 °C y diferentes concentraciones
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Tabla V.2 Constantes cinéticas para la pérdida de peso (AM)

ODa30°C PVOD a 30°C
Ys Ky * 107 R? Ky * 10° R?
( S-O.S) ( S-OAS)
05 -1,7 0.953 -1,7 0,916
0,4 -1,6 0,960 -1,0 0,956
03 0,9 0,841 0,7 0,984
0,2 0,8 0,815 05 0,991
ODa40°C PVOD a 40 °C
Ve Ku * 107 R2 Km * 107 R2
( S-O.S) ( S»O.S)
05 2,7 0.983 2,6 0,945
0,4 2,4 0,988 -13 0,971
0,3 -11 0,849 -1,7 0,963
0,2 0,5 0,998 0,1 0,997
ODab50°C PVOD a 50°C
Ve Ky * 107 R? Ky * 107 R?
( S-O.S) ( S-O.S)
0,5 -35 0.993 3,2 0,924
0,4 2.8 0,996 -1,8 0,986
0,3 -1,8 0,993 -15 0,998
0,2 -0,5 0,961 0,7 0,9711

5.3.4 CAMBIOS COMPOSICIONALES EN LA FASE LIQUIDA DE LA
FRUTA

La fase liquida de la fruta puede considerarse como un sistema binario, compuesto
por agua y solutos. Por eso, el valor de los coeficientes de difusion efectiva puede
considerarse el mismo para ambos componentes (Fito y Chiralt, 1997; citado por
Giraldo et al., 2003).

La relacién entre la fraccion masica de solutos en fase liquida (FL) a diferentes

tiempos de deshidratacion, (Z;) en funcion de la fraccion masica de agua y solidos

solubles de la muestra, viene dada por la ecuacion (V.32). Para el andlisis cinético se ha

considerado la fuerza impulsora reducida () definida en la ecuacién (V.33), en funcién

de la fraccion masica de agua o sélidos solubles de la fase liquida.
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Se admite que las muestras se equilibraron con las respectivas soluciones osméticas,
cuando la concentracion de la fase liquida de la muestra se iguala a la de la solucion
osmética (), tal como se ha observado en otros productos (Barat, 1997a, 1998;
Martinez-Monz6, 1998; Chéafer, 2001).

7, =% (V.32)

(z —z§) B (z —zjv) v.33)

donde:

Z:= Concentracion de solutos en la FL de la fruta en el tiempo t.
zs0 = Concentracion de solutos en la FL de la fruta en el momento inicial

z¢= Concentracion de la FL de la fruta en el equilibrio con la disolucion
osmotica, considerada igual a la de la solucion. (z =)

Para obtener los coeficientes de difusion en la fase liquida de la fruta se emplea una
ecuacion Fickiana simplificada. Esta ecuacion se obtiene a partir de la solucion
integrada de la segunda ley de Fick para una lamina infinita y tiempos cortos (ecuacion
V.34). La representacion gréfica de 1-Y vs. t*° permite obtener a partir de la pendiente,
el coeficiente de difusion efectiva (D) siendo | el semiespesor de la lamina (I= 0,0042

m) y t el tiempo.

1

1-Y :2( Dt jz
x*1?
(V.39)

En la Tabla V.3 aparecen las difusividades efectivas para cada tratamiento y en la

Figura V.6, se muestran las rectas ajustadas, a los datos de fuerza impulsora, reducida
(1-Ys), a presion atmosférica y con pulso de vacio, en funcién de la raiz cuadrada del
tiempo.

Como se puede apreciar las D, efectivas presentaron un valor entre 6,1 a 2,7 * 10™°

m?/s, valor del orden de los obtenidos en la mayoria de los alimentos (Martinez- Monzé
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et al., 1998b). En general, se observa que tanto en los regimenes a presion atmosférica
como con pulso de vacio, los coeficientes tienden a aumentar con el incremento de la
temperatura.

La concentracion de la disolucién osmética tuvo un efecto alternante. Mientras que a
40 °C los valores de D, son bastante constantes con la concentracién de la disolucion, a

30 °C y 50 °C fluctlan sin una tendencia clara.

Tabla V.3 Coeficientes de difusién para ambos tipos de tratamiento OD y
PVOD a diferentes temperaturas y concentraciones de la solucién

osmética
30 °C 40°C 50 °C
Proceso | s D‘z;z}gw R? D?H:Z}S-lo R? D?m*z/lgm R?

oD 05 34 0,983 49 0,945 57 0,962
PVOD 05 2,7 0,917 45 0,911 49 0,9911

oD 04 53 0,975 46 0,949 6.1 0,997
PVOD 04 2,9 0,989 45 0,981 52 0,993

oD 03 37 0,9879 48 0,985 52 0,987
PVOD 03 46 0,9389 4,7 0,968 53 0,994

oD 02 28 0,889 47 0,985 48 0,956
PVOD 0,2 51 0,943 43 0,954 3,9 0,972

En cuanto al efecto del pulso de vacio, no se observan diferencias respecto a los
valores obtenidos a presién atmosférica a 40 °C pero tiene también un efecto positivo
a concentraciones bajas de la disolucidon y negativo a concentraciones altas, a las
temperaturas de 30 y 50 °C.

Estas fluctuaciones en D, pueden asociarse a la diferente ganancia de
disolucién en las muestras por efectos estructurales que enmascaran la accion de los
mecanismos difusionales. De hecho los ajustes de las rectas a los puntos

experimentales no pasan por el origen como se prevé desde la ecuacion (V. 34).
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Figura V.6 Representacién de 1-Y frente a la raiz cuadrada del tiempo
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5.4 CONCLUSIONES

1-

La guayaba pera muestra una densidad aparente de 881 (+ 3) kg/m®, densidad
real 935 (+ 4) kg/m® y la porosidad calculada es de 5,9 % (+ 5), un poco menor
a otras guayabas (Panadés, 2006)

La pérdida de peso y de agua, durante la deshidratacion osmotica de la guayaba
pera aumenta cuando se usan disoluciones mas concentradas, como es de
esperar por el aumento en la fuerza impulsora del proceso. Las mayores
pérdidas de agua, ocurren con los tratamientos a 50°C y con disoluciones
osmoticas de 50 y 40 °Brix.

La mayor transferencia de solutos ocurre a 40 °C y 50 °C con vacio pulsante,
por la accion del mecanismo hidrodindmico. Del analisis anterior se deduce
que desde el punto de vista de rendimiento, aspecto, color, textura apreciados,
pérdida de masa y ganancia de solutos, el tratamiento efectuado a 40 °C y 50
°Brix, es mejor que el tratamiento a 50 ° C y 50 °Brix.

Los coeficientes cinéticos obtenidos, permiten efectuar predicciones sobre la
pérdida de agua, ganancia de solutos y por tanto en la variacion de masa total
en los productos obtenidos.

Las temperaturas escogidas (30 a 50 °C), junto con los tiempos de proceso de
media hora hasta 3 horas, fueron suficientes para obtener una informacion
sobre el comportamiento de la pulpa desde el punto de vista de la cinética. Los
estudios efectuados a 20 y 60 °C, no se reportan debido a que la fruta a 20 °C,
en la mayoria de los casos tomo una coloracién café, con incremento de
volumen, dando aspecto de descomposicion, especialmente a tiempo largos.
Para los tratamientos a 60 °C y con concentraciones muy altas, fueron
descartados por presentar la fruta un aspecto demasiado duro, pérdida de color
y por presentar una carencia total de aroma.

El empleo de vacio pulsante, produce un incremento en la velocidad de la
salida de gas y agua de los poros capilares, pero con temperaturas muy altas la
difusion se favorece en condiciones de presion atmosférica debido

posiblemente a colapsamiento de la estructura por los cambios de presion.
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7- El coeficiente de difusién efectiva D, aumentd, al aumentar la concentracion de
20 a 40 °Brix, y al aumentar la temperatura. No obstante, no se observa un
efecto claro del pulso de vacio. A 40 °C no influyd de forma notable, mientras
que a 30 °C y 50 °C, provoc6 un descenso de D, para los tratamientos a 40 y 50

°Brix y un aumento para los tratamientos con baja concentraciéon (20 y 30

°Brix).






VI. CAMBIOS EN LA COMPOSICION DE VOLATILES
DURANTE LA DESHIDRATACION OSMOTICA
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6.1 INTRODUCCION

La composicion de volatiles de la guayaba ha sido estudiada, por varios autores
como se menciond en la introduccién del capitulo, 111 y IV. Nuevamente se mencionan
los estudios mas extensos de composicidn de volatiles en esta fruta (Idstein y Schreier,
1985; Pino et al., 1999; Quijano et al., 1999; Soares, 2007; Pino y Quijano et al., 2008)
y en frutas de la misma familia (Pino et al., 2001a, 2002a). Sobre la guayaba
deshidratada procedente de Cuba, Panadés et al. (2006), estudiaron los componentes
volatiles en fruta deshidratada a presion atmosférica, con pulso de vacio y a vacio
continuo. El estudio demostré que con la aplicacién de procesos de vacio en tiempos
cortos seguidos por la operacién a presion atmosférica (pulso de vacio y deshidratacion
osmética), se obtiene un efecto beneficioso en los procesos cinéticos y la calidad de la
fruta (Fito, 1993, 1994; Fito y Chiralt, 2000), afectando las propiedades fisicas y de
transporte en el tejido de las plantas.

La importancia de estos estudios para nuestro pais es significativa, porque permite
mejorar la comercializacién de productos minimanente procesados a nivel internacional,
ante la dificultad de exportacion de algunos vegetales facilmente perecederos como es el
caso de las frutas colombianas. Sobre la guayaba este es el segundo estudio sobre la
composicién de volatiles en fruta deshidratada a nivel latinoamericano y el primero en
guayaba pera (Palmira ICA-1) a nivel colombiano.

Existen pocos estudios sobre la evolucion de la composicion de volatiles debidos a
procesos como la deshidratacién osmotica en frutas. Estos existen para fresa, (Talens et
al., 2000; Escriche et al., 2000a), kiwi (Talens et al., 2002) y mango (Torres et al.,
2007).

De la gran diversidad de compuestos encontrados en el aroma de las frutas
tropicales, los ésteres juegan un papel importante, al igual que los aldehidos, los
alcoholes y compuestos de tipo terpénico principalmente oxigenados (Pino et al., 1997,
1999; Pino y Quijano, 2007, 2008, Quijano y Pino, 2007; Osorio et al., 2006; 2011,
2011a; Parada et al., 2000, 2002; Suarez y Duque, 1991; Suérez et al, 1991; Duque et
al., 1993).
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Como se ha descrito ampliamente en los Cap 111 y 1V, el analisis de la composicion
de volatiles varia ampliamente con el tratamiento de la muestra, al igual que con los
métodos de extraccion y otras variables como el origen de la muestra, la madurez, la
evolucion de la composicion durante el tratamiento industrial y la variedad de la fruta.

El presente estudio muestra la composicion de volatiles en muestras tratadas
osméticamente a 30, 40 y 50 °C y 30, 40 y 50 ° Brix, a presion atmosférica y con pulso
de vacio. Los tiempos de tratamiento osmotico para el analisis de aromas fueron de 1, 2
y 3 horas.

6.2 MATERIALES Y METODOS

6.2.1 PREPARACION DE LA MUESTRA

La fruta escogida para este estudio reunié las mismas caracteristicas y pardmetros
de madurez usados en el estudio efectuado de la composicion de volatiles por diferentes
métodos y en la composicidn de compuestos glicosidicamente enlazados, Cap Ill y IV
(numeral 3.2.1y 4.2.1 respectivamente).

6.2.2 EXTRACCION DE CONSTITUYENTES VOLATILES

La extraccion de constituyentes para el estudio de la evolucion del aroma, la
facilidad de procesar la muestra y las condiciones de procesamiento a las que se somete
la pulpa durante la deshidratacion, fueron los principales factores que influyeron en la
decision de usar el método de la destilacion - extraccion simultaneas con disolvente
(SDE), (Flath y Forrey, 1977). De hecho, esta técnica de extraccion ha sido utilizada para
analizar los volatiles de frutas como la guayaba (Pino et al., 1999), fresa (Zabetakis et al.,
2000), papaya (Alzamora et al., 2004) y mango (Pino y Mesa., 2006; Torres et al., 2007).

El equipo usado en este proceso fue de menor capacidad (balén de 500 mL para la
muestra y de 25 mL para los disolventes), al descrito en el numeral del capitulo I,
epigrafe 3.1.1. Se pesaron 100 g de muestra fresca en cada tratamiento de

deshidratacion y se homogeniz6 (Ultra-Turrax T-25), teniendo cuidado de mantener la
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muestra en un bafio de hielo para evitar su calentamiento durante la homogenizacion.
Lentamente se agregaron 100 mL de agua destilada y como patrén interno se us6 n-
decanol (30 pg).

El balén con la muestra homogenizada se sometio a extraccion a una temperatura de
85 °C. Se conect6 un balon aperado que contenia 10 mL de la mezcla de disolventes
(Cs: dietil éter 1:1 v/v) en un bafio de agua a temperatura no superior a 40 °C. Después
de media hora de extraccion, el extracto rico en volatiles se enfrié rapidamente y se dejo
por 12 horas en un recipiente hermético con sulfato de sodio a -25 °C. La fase organica
fue separada y concentrada hasta 0,2 mL, en una columna Vigreaux, provista de un
condensador con un bafio recirculante a 3 °C. El balén que contenia el extracto, se
enfrio rapidamente en un bafio de hielo y se guardé herméticamente en un vial de vidrio
de 1 mL.

6.2.3 ANALISIS CROMATOGRAFICO

El andlisis cromatogréfico se efectué por GC-FID en un equipo HP-6890 serie 1l
como se describi6 en el numeral 3.4.1 del capitulo 111 y para GC-MS se usé el detector
selectivo de masas acoplado a un HP 5973. Se usaron dos columnas cromatograficas,
para corroborar la identificacion de los compuestos. El programa de temperatura y las
condiciones cromatogréaficas fueron idénticas a las usadas en el numeral antes descrito.

La cuantificacién se efectud relacionando el area del patrén interno, con el &rea
correspondiente para cada compuesto (concentracion relativa). Una mezcla de
parafinas normales de Cq a Cs fue inyectada en GC-FID, con el fin de calcular para
cada constituyente, los indices de retencion relativos en cada columna. Los valores de

los indices de Kovats fueron utilizados como ayuda en la identificacion de compuestos,
predominando el criterio espectral (Adams et al., 2001; Jenning y Shibamoto, 1980,
Base de datos del grupo de investigacion CALIM).

De la totalidad de los voléatiles analizados en el Capitulo Ill, se escogieron los

compuestos con mejor definicion en su composicion. El analisis cuantitativo se efectud

sin tener en cuenta los factores de respuesta a partir de las areas de los picos y del peso de
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muestra extraida para calcular los mg/kg de cada compuesto volatil. Los resultados finales

se presentaron como pérdida del compuesto volatil por la expresion:

Pérdida del compuesto volatil (mg/kg de fruta fresca) = (VPi — V{Ps) / P; (VI. 5)

donde:
Vi y Vs son los contenidos (mg/kg de fruta), de compuestos volatiles al inicio y
después de procesada la fruta, mientras que P; y Ps son los pesos inicial y final
de fruta, respectivamente.

6.2.4 DISENO ESTADISTICO

Las técnicas de superficie respuesta son una metodologia estadistica que permiten
determinar, experimentalmente, el nivel de influencia de los factores en investigacién en
las variables de respuesta (variacién de volatiles). Las técnicas de superficie respuesta
son una combinacion de andlisis de regresion y disefio experimental para localizar un
conjunto de condiciones experimentales, que proporcionan una respuesta maxima o
minima. Estas técnicas poseen un rasgo muy distintivo, a diferencia de otras técnicas
estadisticas, y es su naturaleza secuencial, lo que las hace apropiadas para la mayoria de
las investigaciones que son de tipo continuo. Por otro lado, cuando se aplican modelos
cuadraticos, es posible estimar los efectos secundarios (de segundo orden), junto con los
efectos primarios (de primer orden) y las interacciones entre los factores (Montgomery,
1991).

Los ensayos se efectuaron para tres temperaturas (T): 30, 40 y 50 °C; cada una para
tres tiempos (t): 1, 2 y 3 h, asi como para tres contenidos de sacarosa (S) de la
disolucion osmética: 30, 40 y 50 °Brix a dos condiciones diferentes de presion:
atmosférica y con vacio pulsante. En este Gltimo régimen de presion, se usé un pulso de
vacio de 10 min a 50 mbar. Se realizaron cinco réplicas en el punto central del disefio
experimental.

Para el andlisis del disefio experimental, T, t y S fueron codificadas como Xi, X, y
Xs, respectivamente, de forma tal que obtuvieran valores de -1, 0 y +1, usando las

expresiones:
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X, = (T-40) / 10 (VI.1)
X, = (t-120) / 60; t: min (V1.2)
X3 = (S—40)/10 (V1.3)

Los datos experimentales se ajustaron a un polinomio de segundo orden:

Y=B,+ZBiX;+ZBjX; Xj+¢ (VI1.4)
i<j
Donde Y es la pérdida total de volatiles, B, el intercepto, B; el coeficiente de
regresion lineal, Bj; el coeficiente de regresion cuadratico cuando i = j o el coeficiente
de regresion de primer orden cuando i < j, X;y X; son los niveles de los factores y ¢ es
el error aleatorio. Para el procesamiento de los datos se utilizé el programa estadistico
Design-Expert version 5 (STAT-EASE Inc., 1996).

6.3 RESULTADOS Y DISCUSION

6.3.1 COMPORTAMIENTO DE VOLATILES DURANTE LA
DESHIDRATACION

Como se menciond en varias ocasiones los ésteres, aldehidos, alcoholes y terpenos, son
compuestos con grandes cualidades sensoriales en los alimentos, principalmente en las
frutas. De los constituyentes que conforman el aroma de los analizados en el Capitulo 111,
se escogieron los tres primeros grupos y de ellos los que presentaron mejor definicion en
su composicion. Se observa, en general, una disminucidn en la concentracion en la mayoria
de los compuestos, como es ldgico, respecto a la fruta fresca, siendo mas notoria la pérdida
a 50 °C y en disoluciones concentradas, en parte debido a la pérdida de los mismos, al
tratamiento con pulso de vacio y a la manipulacion de la muestra.

De los tres grupos funcionales principales, se observa que los ésteres presentan las
mayores pérdidas durante el proceso mientras que los aldehidos y los alcoholes lo hacen
en menor proporcion, debido posiblemente a la polaridad y a la produccion de volatiles

generados por hidrdlisis enzimatica como es el caso de los alcoholes o de los &cidos.
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Estos Gltimos no fueron incluidos por encontrarse a una baja concentracion al pH acido
natural de la fruta (Capitulo 111). De otro lado, los terpenos como el limoneno y linalol
no mostraron cambios tan marcados durante los diferentes tratamientos, el linalol exhibe
una pérdida de masa ligeramente superior.

En relacion a los ésteres, el comportamiento individual fue diferente, el compuesto
que mas pérdida de masa sufrid, fue el hexanoato de etilo a 30 °C y 50 °C
especialmente con disoluciones osméticas a 50 ° Brix y con un tiempo de 3 horas. Otros
compuestos con caracteristicas similares fueron: el acetato de (E)-3-hexenilo y el
acetato de (2)-3-hexenilo, ambos insaturados lo que los hace més vulnerables a procesos
como la oxidacion o asociados potencialmente a procesos térmicos. Esteres de cadena
corta como el butanoato de metilo y etilo, sufrieron pérdidas apreciables, explicables
por su bajo peso molecular y mayor volatilidad. Los ésteres de peso molecular superior,
y los completamente saturados, mostraron una tendencia progresiva de incremento en la
pérdida de masa a medida que se incrementa la temperatura del proceso, pero no
superior a los ésteres insaturados. Con relacion al régimen con pulso de vacio, el
comportamiento fue similar, aunque la pérdida fue acrecentandose a medida que
aumento el tiempo del proceso, la concentracion de la solucion y la temperatura del
proceso. Esto puede deberse, en parte, a la facilidad de volatilizaciéon de compuestos,
directamente relacionada con la estructura de la fruta y la sensibilidad a procesos
térmicos, que facilitan la pérdida de aroma. Un indicador de esto es el aroma residual
gue se percibe cuando se suspende el pulso de vacio. El octanoato de etilo presenta una
pérdida similar a 30 y 40 °C con 3 horas de OD, siendo muy superior a 50 °C y con
mayor tiempo de deshidratacion.

Por su parte, los alcoholes, analizados como grupo de compuestos aunque se
esperaria que tengan mayor pérdida por efecto de solubilidad en agua, su efecto no es
tan notorio. Esto se puede explicar porque algunos de ellos pueden venir enlazados y
son liberados por condiciones de hidrolisis enzimatica o acidez de la fruta. En el caso
particular del alcohol E-cinamilico que, como se demostré en el capitulo 1V, viene
enlazado glicosidicamente, es uno de los que presenta pérdidas por efecto de la
temperatura en OD, mientras que por PVOD, la pérdida de masa es ligeramente menor.

Lo mismo ocurre con el hexanol. Los alcoholes insaturados manifiestan pérdidas de



129

masa tanto a presion atmosférica como con pulso de vacio, no siendo tan marcada
como ocurrié con los dos anteriores.

Acerca de los aldehidos, se muestra nuevamente un fenémeno similar a los
compuestos insaturados, el (Z)-2 hexenal y el (E)-cinamaldehido, presentan mayor
pérdida por efecto del pulso de vacio, mientras que la pérdida del (E)-2-hexenal, se ve
mas afectada por efecto de la temperatura.

Es interesante sefialar que, aunque el régimen de pulso de vacio, favorece la entrada
de solutos que contribuyen en algin momento a disminuir el efecto de la pérdida de
compuestos, este fendbmeno puede estar ligado a la velocidad de procesos enzimaticos,
liberacion de compuestos producidos por acidez de la fruta, asi como las
transformaciones por oxidacion y efecto de la temperatura durante la manipulacién de la
muestra.

Las mejores condiciones para obtener un producto deshidratado con caracteristicas
sensoriales buenas, se encuentra probablemente en los tratamientos efectuados con
temperaturas entre 30 y 40 °C con un tiempo no superior a 2 horas. A continuacion se
presenta el estudio estadistico que contribuye a esclarecer el analisis de pérdida de
volatiles.

Estudios de transformacion o pérdida de masa de compuestos volatiles por efectos
enzimaticos y térmicos, han sido reportados por otros autores en procesos como coccion
de la fruta (Fallik et al., 1997), obtencion de los jugos (Varming et al., 2006), por
refrigeracion (Talens et al., 2003) durante el almacenaje (Lecrerco et al., 2007) o como
consecuencia de la alta presion (Sumitani et al., 1994), todos ellos factores importantes

la evolucion del aroma del producto.

6.3.2 RESULTADO ESTADISTICO

Las Tablas VI.1 y V1.2 resumen la distribucion de los diferentes voldtiles analizados
para los tratamientos de OD y PVDO, los compuestos para el estudio de pérdida de
volatiles fueron seleccionados a partir de picos cromatograficos con una sefial bien resuelta
y que fueran sensorialmente importantes en la guayaba (ver epigrafe 3.5.2): butanoato de

metilo, butanoato de etilo, hexanal, (Z)-2-hexenal, (E)-2-hexenal, limoneno, hexanoato de
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etilo, acetato de hexilo, acetato de (E)-3-hexenilo, acetato de (Z)-3-hexenilo, hexanol, (E)-
3-hexenol, (Z)-3-hexenol, (E)-2-hexenol, octanoato de etilo, linalol, (E)-cinamaldehido,
hexanoato de hexilo y alcohol (E)-cinamico.

La matriz de correlacién de los componentes volatiles de la guayaba para cada régimen
de presion arrojo, en general, la existencia de una buena correlacion (significativa para p <
0,05) entre los cambios que ocurren por el proceso de secado y por tanto, es valido usar la
pérdida de volatiles totales como un indice del cambio general (Tablas VI1.3y V1.4).
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Tabla V1.1 Distribucion de la pérdida de volatiles en funcion de las variables de los tratamientos de OD a presion

atmosférica

T t S Vi Vo, Vs Va Vs Vs V7 Vs Vo Vo Viu Vip Viz Vuu Vis Vs Viz Vig Vie PVT
30 1 30 0,02 0,21 0,03 0,02 0,212 0,02 0,25 0,02 0,08 0,03 0,15 0,01 0,02 0,01 0,23 0,01 0,02 0,01 0,20 1,23
30 2 30 0,03 0,33 0,03 0,06 0,30 0,02 0,29 0,02 0,22 0,04 0,22 0,01 0,02 0,02 0,24 0,02 0,03 0,03 0,27 1,89
30 3 30 0,04 0,34 0,03 0,07 0,34 0,04 045 0,05 0,20 0,05 0,23 0,01 0,03 0,04 0,17 0,00 0,04 0,06 0,18 2,38
30 1 40 0,04 0,38 0,03 0,05 0,33 0,03 0,23 0,03 0,08 0,03 0,18 0,00 0,02 0,02 0,04 0,02 0,03 0,03 0,19 1,74
30 2 40 0,04 0,40 0,04 0,06 0,33 0,04 0,28 0,03 0,19 0,03 0,22 0,00 0,03 0,04 0,07 0,02 0,03 0,04 0,20 2,08
30 3 40 0,06 0550 0,05 0,08 0,42 0,06 0,34 0,04 0,13 0,05 0,22 0,01 0,04 0,06 0,10 0,03 0,05 0,07 0,21 2,51
30 1 50 0,07 033 0,056 0,04 0,42 0,04 0,23 0,04 0,15 0,06 0,21 0,00 0,03 0,02 0,13 0,02 0,04 0,05 0,29 2,22
30 2 50 0,08 045 0,05 0,056 0,50 0,06 0,27 0,07 0,17 0,07 0,22 0,00 0,04 0,05 0,16 0,03 0,05 0,07 0,29 2,68
30 3 50 0,11 0,49 0,06 0,08 0,60 0,08 0,30 0,08 0,18 0,10 0,24 0,01 0,06 0,06 0,17 0,03 0,05 0,08 0,31 3,10
40 1 30 0,03 028 0,02 0,03 0,21 0,01 0,25 0,04 0,09 0,04 0,24 0,02 0,01 0,06 0,22 0,03 0,03 0,02 0,06 1,48
40 2 30 0,04 031 0,03 0,056 0,31 0,02 0,33 0,06 0,30 0,06 0,25 0,00 0,03 0,02 0,16 0,05 0,04 0,04 0,10 2,19
40 3 30 0,05 040 0,04 0,09 0,17 0,04 0,30 0,08 0,43 0,07 0,27 0,01 0,06 0,06 0,21 0,06 0,06 0,07 0,16 2,61
40 1 40 0,04 031 0,02 0,04 0,27 0,02 0,37 0,04 0,27 0,03 0,15 0,02 0,04 0,06 0,17 0,04 0,04 0,03 0,12 1,98
40 2 40 0,05 0,35 0,02 0,07 0,34 0,03 0,44 0,05 0,25 0,05 0,23 0,03 0,06 0,10 0,19 0,05 0,06 0,05 0,19 2,63
40 3 40 0,05 0,44 0,04 0,08 0,27 0,05 0,40 0,07 0,27 0,09 0,26 0,04 0,07 0,13 0,21 0,06 0,08 0,07 0,31 2,99
40 1 50 0,09 026 002 0,07 031 0,04 0,39 0,03 0,20 0,08 0,13 0,03 0,07 0,05 0,08 0,02 0,02 0,04 0,22 2,17
40 2 50 0,13 0,42 0,02 0,18 0,32 0,10 0,44 0,04 0,32 0,18 0,23 0,04 0,14 0,08 0,13 0,04 0,04 0,05 0,31 3,20
40 3 50 0,15 0,33 0,07 0,21 0,29 0,11 0,43 0,05 0,32 0,19 0,24 0,05 0,16 0,09 0,19 0,05 0,07 0,08 0,36 3,43
50 1 30 0,06 041 0,04 0,06 0,37 0,05 0,42 0,05 0,27 0,08 0,25 0,04 0,07 0,06 0,15 0,03 0,04 0,06 0,18 2,69
50 2 30 0,09 042 005 0,08 043 0,08 0,47 0,05 0,28 0,09 0,20 0,05 0,11 0,09 0,17 0,04 0,06 0,07 0,35 3,19
50 3 30 0,21 0,49 0,07 0,12 0,47 0,11 0,51 0,07 0,40 0,17 0,28 0,06 0,14 0,10 0,19 0,06 0,07 0,08 0,41 3,90
50 1 40 0,07 041 0,03 0,09 0,36 0,05 0,46 0,05 0,19 0,13 0,19 0,03 0,06 0,07 0,12 0,04 0,04 0,05 0,20 2,63
50 2 40 0,10 0,47 0,04 0,22 0,39 0,07 0,52 0,07 0,26 0,15 0,32 0,04 0,09 0,11 0,212 0,07 0,07 0,07 0,29 3,46
50 3 40 0,12 0,39 0,07 0,14 045 0,11 0,58 0,08 0,47 0,18 0,33 0,06 0,24 0,14 0,21 0,08 0,08 0,08 0,41 4,11
50 1 50 0,08 038 0,04 0,05 035 0,07 045 0,05 0,26 0,08 0,18 0,03 0,09 0,12 0,16 0,04 0,03 0,06 0,27 2,79
50 2 50 0,12 0,44 0,08 0,10 0,39 0,10 0,49 0,06 0,36 0,18 0,31 0,05 0,15 0,14 0,22 0,06 0,07 0,09 0,35 3,77
50 3 50 0,14 0,50 0,08 0,14 043 0,12 0,53 0,08 0,43 0,22 0,36 0,07 0,17 0,16 0,24 0,07 0,08 0,10 0,40 4,32

T: temperatura (°C), t: tiempo (h), S: s6lidos solubles (°Brix) de la disolucién osmética, PVT: pérdida de volatiles total (mg/kg), (V1) butanoato de metilo,
(V>) butanoato de etilo, (V) hexanal, (V.) (2)-2-hexenal, (Vs) (E)-2-hexenal, (V) limoneno, (V) hexanoato de etilo,(Vs) acetato de hexilo, (Vo) acetato de
(E)-3- hexenilo, (V1) acetato de (Z)-3-hexenilo, (V11) hexanol, (V1) (E)-3-hexenol, (V13) Z)-3-hexenol, (V1s) (E)-2-hexenol, (V1s) octanoato de etilo, (V16)
linalol, (V17) (E)-cinamaldehido, (V1s) hexanoato de hexilo y (V1g) alcohol (E)-cinamico.
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Tabla V1.2 Distribucion de la pérdida de volatiles en funcion de las variables de los tratamientos de OD a vacio pulsante

50 0,09 042 0,04 0,10 0,33 0,04 0,40 0,04 0,29 0,12 0,22 0,04 0,11 0,08 0,12 0,05 0,04 0,06 0,25 2,86
50 0,14 o046 0,07 0,13 0,43 0,08 0,38 0,06 0,34 0,14 0,25 0,04 0,14 0,11 0,18 0,06 0,06 0,08 0,30 3,46
30 007 040 0,02 0,08 042 0,04 048 0,04 0,26 0,07 0,13 0,02 0,08 0,06 0,12 0,03 0,04 0,03 0,12 2,50
30 0,10 049 003 0,10 045 0,05 0,43 0,05 0,33 0,09 0,19 0,03 0,09 0,07 0,15 0,04 0,05 0,05 0,22 3,02
3 012 052 0,04 016 045 0,08 043 0,08 043 0,13 0,21 0,05 0,12 0,10 0,21 0,06 0,07 0,07 0,28 3,59
40 0,10 0558 0,04 0,08 0,39 0,04 041 0,06 0,33 0,09 0,11 0,02 0,08 0,17 0,21 0,04 0,04 0,05 0,21 3,04
40 0,12 049 0,06 0,11 051 0,07 0,49 0,08 0,43 0,12 0,31 0,04 0,10 0,10 0,14 0,06 0,07 0,07 0,29 3,65
40 015 052 0,07 014 045 0,08 048 0,09 0,32 0,17 0,26 0,05 0,12 0,11 0,23 0,08 0,08 0,08 0,36 3,82
50 0,09 047 0,04 0,09 039 0,05 044 0,04 0,28 0,09 0,09 0,04 0,09 0,09 0,14 0,04 0,05 0,05 0,25 2,84
50 012 o051 0,08 0,12 0,29 0,08 0,48 0,06 0,38 0,12 0,21 0,05 0,13 0,13 0,21 0,06 0,07 0,09 0,21 3,41
50 0,14 050 0,09 0,16 051 0,10 0,56 0,07 0,28 0,15 0,26 0,06 0,17 0,16 0,25 0,07 0,08 0,10 0,35 4,08

T t S Vi V2 Vs Vs Vs Vg V7 Vg Vo Vo Vo Vip Vig Viu Vis Vs Viz Vg Ve PVT
30 1 30 0,04 004 0,04 0,04 0,17 0,03 0,29 0,01 0,22 0,01 0,12 0,01 0,03 0,03 0,05 0,01 0,00 0,00 0,17 1,31
30 2 30 005 0,30 0,06 0,05 0,26 0,04 0,25 0,02 0,25 0,02 0,28 0,04 0,05 0,05 0,13 0,02 0,03 0,04 0,22 2,07
30 3 30 0,06 031 0,07 0,09 027 0,07 0,20 0,03 0,31 0,05 0,20 0,02 0,08 0,07 0,17 0,02 0,04 0,01 0,20 2,28
30 1 40 0,04 023 0,02 0,06 0,44 0,03 0,20 0,02 0,10 0,01 0,07 0,03 0,04 0,05 0,04 0,02 0,01 0,02 0,08 1,51
30 2 40 0,06 037 0,03 0,08 0,40 0,05 0,31 0,03 0,19 0,04 0,19 0,04 0,06 0,06 0,06 0,02 0,01 0,04 0,11 2,16
30 3 40 0,08 044 0,04 0,09 0,44 0,04 0,44 0,04 0,32 0,08 0,24 0,04 0,09 0,07 0,15 0,02 0,03 0,07 0,17 2,91
30 1 50 0,04 032 0,02 0,05 031 0,02 0,34 0,03 0,18 0,01 0,27 0,01 0,03 0,04 0,07 0,02 0,01 0,03 0,15 1,85
30 2 50 0,11 0,39 0,04 0,07 046 0,03 0,44 0,05 0,28 0,05 0,22 0,02 0,05 0,07 0,22 0,03 0,02 0,04 0,20 2,71
30 3 50 0,12 0,712 0,07 0,10 0,58 0,05 0,55 0,05 0,46 0,06 0,25 0,02 0,08 0,09 0,19 0,03 0,03 0,08 0,30 3,85
40 1 30 005 03 0,03 0,01 040 0,02 0,31 0,03 0,22 0,05 0,20 0,01 0,02 0,03 0,06 0,03 0,01 0,02 0,41 2,05
40 2 30 0,06 044 0,04 0,03 0,49 0,03 0,38 0,05 0,34 0,09 0,21 0,00 0,05 0,05 0,10 0,04 0,02 0,03 0,16 2,61
40 3 30 0,09 033 0,05 0,07 043 0,04 035 0,07 0,29 0,10 0,25 0,01 0,07 0,07 0,14 0,05 0,03 0,08 0,21 2,73
40 1 40 0,06 029 0,02 0,03 0,28 0,03 0,33 0,02 0,10 0,03 0,13 0,03 0,05 0,04 0,07 0,06 0,04 0,03 0,10 1,73
40 2 40 0,09 045 0,03 0,07 041 0,04 047 0,03 0,16 0,04 0,18 0,04 0,06 0,06 0,09 0,07 0,06 0,06 0,16 2,58
40 3 40 0,12 0,52 0,05 0,11 0,43 0,05 0,47 0,05 0,27 0,05 0,23 0,05 0,07 0,08 0,11 0,07 0,08 0,07 0,21 3,09
40 1 50 0,06 036 0,01 0,06 032 0,03 0,53 0,02 0,26 0,08 0,13 0,03 0,08 0,04 0,08 0,03 0,03 0,04 0,13 2,22

2

3

1

2

3

1

2

3

1

2

3

T: temperatura (°C), t: tiempo (h), S: sélidos solubles (°Brix) de la disolucién osmética, PVT: pérdida de volatiles total (mg/kg). (V1) butanoato de metilo,
(V>) butanoato de etilo, (V) hexanal, (V4) (2)-2-hexenal, (Vs) (E)-2-hexenal, (V) limoneno, (V) hexanoato de etilo, (Vs) acetato de hexilo, (Vo) acetato de
(E)-3-hexenilo, (V10) acetato de (Z)-3-hexenilo, (V11) hexanol, (Vi2) (E)-3-hexenol, (Vi3) (Z2)-3-hexenol, (Vis) (E)-2-hexenol, (V1s) octanoato de etilo, (Vi)
linalol, (V17) (E)-cinamaldehido, (V1s) hexanoato de hexilo y (V1) alcohol (E)-cindmico.
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Tabla V1.3 Matriz de correlacion de la pérdida de los componentes volatiles de la guayaba deshidratada osméticamente a

presion atmosférica

V, Vi V, \' Ve \'/] Vs Vo Vio Vi Vi, Vi3 Via Vs Vie Vi Vi Vie
0,43* 0,73* 0,83* 0,51* 0,94* 0,61* 0,49* 0,59* 0,91* 0,46* 0,69* 0,89* 0,63* 0,39* 0,54* 0,59* 0,73* 0,85* V,
0,56* 0,36 0,65* 0,60* 0,40* 0,60 0,34 0,42* 0,62* 0,24 0,39* 0,48* 0,27 0,42* 0,54* 0,72* 0,59*% V,
0,53* 0,61* 0,79* 0,39* 0,60* 0,54* 0,65* 0,65* 0,43* 0,65* 0,51* 0,47* 0,48* 0,68* 0,83* 0,82* V;

0,16 0,83* 0,63* 0,42* 0,65* 0,87* 0,55* 0,65* 0,85* 0,58* 0,40* 0,61* 0,65* 0,60* 0,67* V,

0,53* 0,28 0,44* 0,12 0,39* 0,39* 0,15 0,28 0,24 0,14 0,15 0,30 0,57* 0,63* Vs

0,69* 0,55* 0,68* 0,91* 0,60* 0,74* 0,92* 0,74* 0,46* 0,61* 0,69* 0,82* 0,91*% Vg

0,50* 0,72* 0,72* 0,55* 0,82* 0,77* 0,81* 0,57* 0,69* 0,64* 0,67* 060*| V,

0,68* 0,56* 0,72* 0,39* 0,47* 0,57* 0,76* 0,72* 0,72* 0,76* 0,52* Vg

0,70* 0,72* 0,67* 0,77* 0,68* 0,69* 0,82* 0,70* 0,71* 0,58* V4

0,60* 0,78* 0,92* 0,71* 0,51* 0,69* 0,66* 0,68* 0,78% Vo

0,39*% 0,53* 0,54* 0,8* 0,67* 0,76* 0,75* 0,58% V;;

0,88* 0,82* 0,49* 0,69* 0,61* 0,53* 0,65* V,

0,78* 0,55* 0,71* 0,70* 0,72* 0,81* Vg3

0,64* 0,79* 0,76* 0,71* 0,69* Vi,

0,71* 0,79* 0,67* 0,43* Vs

0,79*% 0,61* 0,55* Vy¢

0,80*% 0,72* Vg

0.80*% Vig

Valores significativos para p < 0,05. (V1) butanoato de metilo, (V) butanoato de etilo, (V3) hexanal, (Va) (2)-2-hexenal, (Vs) (E)-2-hexenal, (V) limoneno, (V) hexanoato
de etilo, (Vs) acetato de hexilo, (V) acetato de (E)-3-hexenilo, (Vi) acetato de (Z)-3-hexenilo, (V11) hexanol, (V12) (E)-3-hexenol, (V13) (2)-3-hexenol, (V14) (E)-2-hexenol,
(V1s) octanoato de etilo, (V) linalol, (V17) (E)-cinamaldehido, (V1g) hexanoato de hexilo y (V1) alcohol (E)-cinamico.



134

Tabla V1.4 Matriz de correlacion de los componentes volatiles de la guayaba deshidratada osmoticamente con vacio pulsante

V2 V3 V4 V5 V6 V7 V8 V9 VlO Vll VlZ VlS V14 V15 V16 V17 V18 V19
0.76* 0.65% 0.84* 05* 0.77* 0.65* 0.84* 0.70* 0.81* 0.65* 0.62* 0.81* 0.77* 0.77* 0.77* 0.80* 0.84* 057* |V,
0.43* 0.63* 0.7* 0.48* 0.72* 0.70% 0.66* 059* 0.47* 045* 0.56* 0.71* 0.70* 0.56* 0.61* 0.75% 0.45* [V,

059* 0.1 0.75% 0.  054* 0.73* 053* 0.64* 039 062* 0.62* 0.75* 039 055% 0.56% 0.55% |V,

0.39 0.87* 047* 0.72% 0.70% 0.73* 057* 0.79% 0.87* 0.74* 0.77* 0.59* 0.73* 0.75* 039 |V,

02  049* 062* 0.44* 039 045* 01 02 03 03 02 02 052* 03 |Vs

02  0.66* 0.68* 0.74* 0.58* 0.68* 0.87* 0.66* 0.77* 0.54* 0.71* 0.60* 0.46* |V,

053* 0.47* 050* 039 03 047* 042 04 054* 055% 0.67* 02 |V,

0.74* 0.83* 0.63* 0.39* 0.66* 0.75% 0.77* 0.63* 0.65* 0.73* 0.56* | Vg

0.67* 0.68* 0.3  0.67* 0.69* 0.82* 0.3  0.49* 0.61* 0.47* |V,

0.54* 0.47* 0.88* 0.70* 0.75* 0.63* 0.64* 0.72* 0.57* [Vy,

039 053* 03  0.50% 0.46* 0.48* 0.67* 039 |V

0.70* 051* 048* 0.64* 0.76* 0.68* 02 |Vy

0.73* 0.78* 0.61* 0.71* 0.74* 04 |Vy

0.86* 0.52* 0.64* 0.65% 0.41* |V,

0.48* 0.65% 0.67* 0.52* |V

0.92* 0.69* 03 |V

0.69% 0.41* |V,

0.43* | Vi

*Valores significativos para p < 0,05. (V,) butanoato de metilo, (V) butanoato de etilo, (V) hexanal, (V4) (2)-2-hexenal, (Vs) (E)-2-hexenal, (V) limoneno, (V)
hexanoato de etilo, (Vs) acetato de hexilo, (Vo) acetato de (E)-3-hexenilo, (V1o) acetato de (2)-3-hexenilo, (V11) hexanol, (V12) (E)-3-hexenol, (V13) (Z)-3-hexenol, (V14)
(E)-2-hexenol, (V1s) octanoato de etilo, (V1) linalol, (V17) (E)-cinamaldehido, (V:s) hexanoato de hexilo y (V1) alcohol (E)-cinamico.
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La pérdida de volatiles totales tuvo una tendencia a incrementarse con la temperatura y
tiempo de secado, asi como con el empleo de la solucién osmética mas concentrada. Este
comportamiento coincidi6 para ambos regimenes de presion.

A partir de los coeficientes de regresién significativos del modelo de regresion
multiple codificado desarrollado (para p < 0,05) (Tabla VI.5), para los regimenes con OD y
PVOD, se obtuvieron las siguientes ecuaciones polinémicas para la pérdida de volatiles
totales (PV).

Para la DO a presi6n atmosférica:
PV = 2,583 + 0,613 X; + 0,579 X, + 0,340 X5 + 0,284 X;°— 0,118 X,? + 0,118 X, X, —
0,117 X; X3 (R*=0,982) (VL1.6)

Para la DO con vacio pulsante:
PV = 2,684 + 0,520 X; + 0,618 X, + 0,242 X3 + 0,237 X2 — 0,146 X;X5

(R*= 0,922) (VL7)

Tabla V1.5 Modelos de regresion multiple para la pérdida de volatiles totales en la

OD de guayaba
Factor Coeficiente Error estandar Significacion
Régimen a presién atmosférica

Intercepto 2,58 0,03

X, — Temperatura 0,61 0,02 < 0,0001
X, — Tiempo 0,58 0,02 <0,0001
X3 — Sélidos solubles 0,34 0,02 <0,0001
X 0,28 0,04 <0,0001
X,? -0,12 0,04 0,0127
X1 X5 0,12 0,03 0,0019
X1 X3 0,12 0,03 0,0022

Régimen a vacio pulsante

Intercepto 2,68 0,07

X — Temperatura 0,52 0,05 <0,0001
X, — Tiempo 0,62 0,05 <0,0001
X3 — Sélidos solubles 0,24 0,05 0,0002
X 0,24 0,08 0,0113

X1 X3 -0,15 0,06 0,0382
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Pérdida wolitiles tatales [madkg]

FIGURA VI.1 Superficie de respuesta para la pérdida de volatiles totales de la
guayaba deshidratada osmoticamente a presion atmosférica a: (a)
30 °Brix, (b) 40 °Brix y (c) 50 °Brix. Temperatura expresada en °C y
tiempo en horas.
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Pérdida de volitiles totales [rgikg]

Pérdida de voldtiles totales [makg)

FIGURA V1.2 Superficie de respuesta para la pérdida de volatiles totales de la
guayaba deshidratada osméticamente con vacio pulsante a: (a) 30
°Brix, (b) 40 °Brix y (c) 50 °Brix. Temperatura expresada en °C y
tiempo en horas.
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De acuerdo a los modelos obtenidos, la temperatura de la solucion (T), el tiempo de
tratamiento (t) y la concentracion de la solucion osmética (S), codificados como Xy, X, y
X3, respectivamente, ejercen una influencia significativa en la pérdida de volatiles totales
en la OD de la guayaba, tanto a presion atmosférica como en régimen de vacio pulsante.
Las Fig. VI.1 y VL2 muestran las superficies de respuesta obtenidas para cada
concentracion de sacarosa y régimen de presion.

A medida que la temperatura se incrementa, la pérdida de volatiles totales aumenta
(Fig. V1.1 y V1.2); este efecto es intensificado por el efecto cuadrético positivo. Lo mismo
sucede para el factor tiempo: un incremento de éste conduce a una mayor pérdida de
volatiles, pero en este factor solo hay un efecto cuadratico negativo para el régimen a
presién atmosférica, no asi para cuando se operd a vacio pulsante. Esto tltimo significa que
el factor tiempo no tuvo un efecto tan grande a presion atmosférica como cuando se oper6 a
vacio pulsante. EI comportamiento para el factor sélidos solubles de la solucién osmética
fue similar para cada régimen de presion: a mayor contenido de sélidos solubles ocurrié
una mayor pérdida de voltiles. Cuando se operd a presion atmosférica, la interaccion
temperatura-tiempo (X X,) fue significativa y positiva por lo que el incremento de ambos
factores favorecid la pérdida de voldtiles. La interaccion temperatura-sélidos solubles
(X1X3) siempre tuvo un efecto negativo sobre la pérdida de volatiles por lo que estan
inversamente relacionados ambos factores. Los coeficientes estimados para cada factor y
las interacciones fueron del mismo orden, lo que indica que los efectos de cada uno sobre el
proceso de OD fueron similares.

Los resultados del efecto de la temperatura y el tiempo sobre la pérdida de voléatiles en
la guayaba son légicos y coinciden con lo reportado para esta fruta por otros autores
(Panadés et al., 2006), que sefialan que un incremento de la temperatura con el consiguiente
decrecimiento de la viscosidad del medio osmético, causa una disminucion de la resistencia
externa al transporte de masa en la superficie del producto, lo que es favorecido con la
extension del tiempo de contacto fruta-medio osmético.

Un andlisis de las dos ecuaciones polinémicas, obtenidas indica que en la
deshidratacién osmética a presion atmosférica ocurren pérdidas ligeramente mayores que

en el régimen de vacio pulsante. Asi, para valores maximos de X;, X, y X; (+1) se
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obtuvieron pérdidas de volétiles totales de 4,282 y 4,155 mg/kg, para el proceso a presion
atmosférica y vacio pulsante, respectivamente; mientras que para valores minimos de los
factores (-1) ocurrié lo contrario, pues se obtuvieron pérdidas de volatiles totales de 1,218 y
1,395 mg/kg para el proceso a presion atmosférica y vacio pulsante, respectivamente.

En general a 30 y 40 °C, la aplicacion de vacio supuso la esperada mayor
volatilizacién de los compuestos, lo que implicé mayor pérdida de componentes para unas
condiciones dadas de temperatura, tiempo y concentracion de la disolucion osmoética. Sin
embargo a 50 °C se observa en general mayores pérdidas a presioén atmosférica, por tanto a
bajos tiempos y temperaturas, primo6 el efecto del vacio en la pérdida de volatiles y por ello
se obtuvieron menores pérdidas al operar a presion atmosférica. En ambos regimenes de
presién, las menores pérdidas de volatiles ocurrieron a 30 y 40 °C (Fig. VI.1 y VI.2).
Resultados parecidos fueron reportados en otros estudios similares (Pino et al., 1995, 1999;
Torres et al., 2007).

6.4 CONCLUSIONES

1-  Los resultados muestran que la temperatura de la solucién (30 a 50 °C), el tiempo
del proceso (1 a 3 h) y el contenido de sdlidos solubles de la solucion osmética
(30 a 50 °Brix) poseen un efecto significativo sobre la pérdida de volatiles de la
guayaba osmoticamente procesada, tanto a presion atmosférica como a régimen
de vacio pulsante. En general, las mayores pérdidas de volétiles ocurrieron a 50
°C, mientras que las menores pérdidas fueron a 30 y 40 °C hasta 2 h con
disolucién osmética a 30 y 40 °Brix, tanto a presion atmosférica como a vacio
pulsante. La aplicacion de vacio implicé para igualdad de otros factores, mayor
pérdida de volatiles que los tratamientos a presion atmosférica, en coherencia con
la promocion de volatilizacion al dsiminuir la presion en el sistema.

2- Los ésteres, son los compuestos que presentan mayores pérdidas durante el
proceso de deshidratacion osmoética a presion atmosférica y con pulso de vacio, en
menor proporcion ocurre con los aldehidos y los alcoholes.
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3- Los compuesto con mayores cambios de pérdida de masa a presion atmosférica
fueron en orden descendente: el hexanoato de etilo, butanoato de etilo, E-2-

hexenal, E-cinamaldehido, alcohol E-cinamilico y hexanol.
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Tabla 1. Valores de pérdida de peso, agua y ganacia de sélidos para el tratamiento

a 30 °C a presion atmosférica.

AM vs t*° 30°C oD
25 (s%) 20 °Brix 30 °Brix 40 °Brix 50 °Brix
30,0 -0,046 -0,038 -0,063 -0,070
42,4 -0,054 -0,056 -0,081 -0,071
60,0 -0,079 -0,082 -0,131 -0,138
84,9 -0,077 -0,100 -0,149 -0,157
147,0 -0,110 -0,121 -0,221 -0,223
158,7 -0,123 -0,131 -0,255 -0,273
AMw vs t°° 30°C oD
2° (s%) 20 °Brix 30 °Brix 40 °Brix 50 °Brix
30,0 -0,03400 -0,06400 -0,07845 -0,09200
42,4 -0,05652 -0,12652 -0,12600 -0,12400
60,0 -0,09000 -0,15800 -0,16300 -0,17100
84,9 -0,11510 -0,21000 -0,22724 -0,24200
147,0 -0,22400 -0,35227 -0,38900 -0,40500
158,7 -0,23753 -0,39753 -0,42295 -0,43635
AMs vs t°° 30°C oD
2° (s%) 20 °Brix 30 °Brix 40 °Brix 50 °Brix
30,0 0,00400 0,00948 0,03231 0,02503
42,4 0,01137 0,01680 0,04320 0,03177
60,0 0,01657 0,01926 0,06220 0,04640
84,9 0,01944 0,02892 0,08890 0,06400
147,0 0,02880 0,04800 0,15910 0,11180

158,7 0,03258 0,05484 0,16040 0,12320
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Tabla 2. Valores de pérdida de peso, agua y ganacia de s6lidos para el tratamiento

a 40 °C a presién atmosférica.

AM vs t*° 40°C oD
25 (s%) 20 °Brix 30 °Brix 40 °Brix 50 °Brix
30,0 -0,016 -0,058 -0,111 -0,083
42,4 -0,023 -0,074 -0,139 -0,119
60,0 -0,028 -0,086 -0,181 -0,162
84,9 -0,042 -0,107 -0,239 -0,214
147,0 -0,072 -0,151 -0,379 -0,345
158,7 -0,077 -0,152 -0,428 -0,363
AMw vs t°° 40°C oD
2° (s%) 20 °Brix 30 °Brix 40 °Brix 50 °Brix
30,0 -0,11470 -0,15313 -0,17778 -0,20707
42,4 -0,14926 -0,20380 -0,22131 -0,24018
60,0 -0,19818 -0,27456 -0,28286 -0,31599
84,9 -0,26558 -0,32396 -0,34385 -0,39453
147,0 -0,39118 -0,48195 -0,54618 -0,60624
158,7 -0,44116 -0,54488 -0,60003 -0,66534
AMs vs t°° 40°C oD
2% (s%) 20 °Brix 30 °Brix 40 °Brix 50 °Brix
30,0 0,00702 0,00986 0,01124 0,01937
42,4 0,01215 0,01469 0,01507 0,01949
60,0 0,01845 0,02469 0,02695 0,03087
84,9 0,02626 0,03499 0,03714 0,04305
147,0 0,03444 0,05162 0,05748 0,06860

158,7 0,04824 0,05563 0,06440 0,07147
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Tabla 3. Valores de pérdida de peso, agua y ganacia de solidos para el tratamiento

a 50 °C a presion atmosférica.

AM vs t*° 50 °C oD
° (s%) 20 °Brix 30 °Brix 40 °Brix 50 °Brix
30,0 -0,040 -0,064 -0,090 -0,136
42,4 -0,054 -0,083 -0,130 -0,165
60,0 -0,065 -0,107 -0,167 -0,214
84,9 -0,090 -0,149 -0,242 -0,282
147,0 -0,136 -0,253 -0,399 -0,494
158,7 -0,140 -0,300 -0,465 -0,558

AMw vs

t0° 50 °C oD
0° (s%) 20 °Brix 30 °Brix 40 °Brix 50 °Brix
30,0 -0,07334  -0,10832  -0,14423  -0,19073
42,4 -0,11109  -0,14237  -0,18585  -0,24419
60,0 -0,13908  -0,17916  -0,22641  -0,33809
84,9 -0,17516  -0,22918  -0,28784  -0,43106
147,0 -0,25958  -0,36725  -0,46388  -0,70326
158,7 -0,28947  -0,40436  -0,52185  -0,75492

AMs vs t°° 50 °C oD
0% (s%) 20 °Brix 30°Brix 40 °Brix 50 °Brix
30,0 0,01479 0,01810 0,02048 0,02519
42,4 0,01930 0,02638 0,03212 0,03606
60,0 0,02197 0,03190 0,03242 0,03964
84,9 0,03260 0,04078 0,04381 0,04581
147,0 0,05031 0,05562 0,06841 0,07379

158,7 0,05642 0,05896 0,07123 0,07649
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Tabla 4. Valores de pérdida de peso, agua y ganacia de s6lidos para el tratamiento

a 30 °C con pulso de vacio.

AM vs t*° 30°C PVOD
2° (s%) 20 °Brix 30 °Brix 40 °Brix 50 °Brix
30,0 -0,021 -0,017 -0,020 -0,086
42,4 -0,022 -0,036 -0,055 -0,105
60,0 -0,032 -0,048 -0,072 -0,131
84,9 -0,045 -0,065 -0,105 -0,168
147,0 -0,078 -0,100 -0,143 -0,236
158,7 -0,078 -0,107 -0,150 -0,257

AMw vs
t° 30°C PVOD
% (s%) 20 °Brix 30°Brix  40°Brix 50 °Brix
30,0 -0,03833  -0,06111  -0,10774  -0,13114
42,4 -0,04520  -0,08841  -0,12882  -0,15865
60,0 -0,07358  -0,09722  -0,17490  -0,21963
84,9 -0,10418  -0,13098  -0,20811  -0,27586
147,0 -0,15640  -0,21294  -0,34131  -0,42574
158,7 -0,17235  -0,24261  -0,36455  -0,46089
AMs vs t°° 30°C PVDO
2% (s%) 20 °Brix 30 °Brix 40 °Brix 50 °Brix
30,0 0,01434 0,01832 0,02054 0,03081
42,4 0,02085 0,02845 0,03334 0,04257
60,0 0,02836 0,03582 0,04601 0,05338
84,9 0,03156 0,04706 0,06276 0,07437
147,0 0,05725 0,06998 0,09986 0,10699

158,7 0,06311 0,07946 0,11839 0,11713
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Tabla 5. Valores de pérdida de peso, agua y ganacia de solidos para el tratamiento

a 40 °C con pulso de vacio.

AM vs t*° 40°C PVOD
° (s%) 20 °Brix 30 °Brix 40 °Brix 50 °Brix
30,0 -0,035 -0,063 -0,043 -0,121
42,4 -0,046 -0,094 -0,070 -0,143
60,0 -0,077 -0,124 -0,097 -0,196
84,9 -0,097 -0,150 -0,132 -0,243
147,0 -0,141 -0,231 -0,192 -0,360
158,7 -0,159 -0,250 -0,200 -0,386

AMw vs
t0° 40 °C PVOD
0° (s%) 20 °Brix 30 °Brix 40 °Brix 50 °Brix
30,0 -0,04170  -0,07562  -0,10728  -0,15592
42,4 -0,06744  -0,10728  -0,15137  -0,21860
60,0 -0,08454  -0,14031  -0,17881  -0,27397
84,9 -0,11668  -0,18284  -0,24863  -0,36492
147,0 -0,17857  -0,28912  -0,39040  -0,58268
158,7 -0,20797  -0,32335  -0,44221  -0,65019
AMs vs t°° 40 °C PVDO
2% (s%) 20 °Brix 30°Brix 40 °Brix 50 °Brix
30,0 0,00435 0,00841 0,02042 0,04523
42,4 0,02343 0,02280 0,03981 0,06427
60,0 0,03661 0,02556 0,05836 0,08343
84,9 0,04646 0,05224 0,09024 0,10244
147,0 0,07747 0,09975 0,17872 0,18199

158,7 0,08796 0,12461 0,19433 0,21552
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Tabla 6. Valores de pérdida de peso, agua y ganacia de soélidos

tratamiento a 50 °C con pulso de vacio.

para ell

AM vs t*° 50 °C PVOD
2° (s%) 20 °Brix 30 °Brix 40 °Brix 50 °Brix
30,0 -0,022 -0,043 -0,065 -0,165
42,4 -0,017 -0,057 -0,084 -0,193
60,0 -0,032 -0,087 -0,136 -0,230
84,9 -0,057 -0,120 -0,157 -0,290
147,0 -0,109 -0,223 -0,262 -0,438
158,7 -0,120 -0,232 -0,284 -0,471

AMw vs
t0° 50 °C PVOD
0° (s%) 20 °Brix 30 °Brix 40 °Brix 50 °Brix
30,0 -0,05197  -0,09091  -0,13561  -0,17024
42,4 -0,06907  -0,11062  -0,17408  -0,20346
60,0 -0,09817  -0,15048  -0,20856  -0,25918
84,9 -0,11549  -0,19010  -0,26306  -0,33664
147,0 -0,18175  -0,35752  -0,41676  -0,58900
158,7 -0,21517  -0,40624  -0,43902  -0,62315
AMs vs t°° 50 °C PVDO
2% (s%) 20 °Brix 30 °Brix 40 °Brix 50 °Brix
30,0 0,00465 0,03341 0,05266 0,06546
42,4 0,00746 0,03941 0,07151 0,08031
60,0 0,00806 0,05619 0,09133 0,09171
84,9 0,01271 0,07560 0,10613 0,12294
147,0 0,01807 0,11430 0,17928 0,19090
158,7 0,02316 0,14607 0,18349 0,21132




