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1. RESUMEN

Se ha desarrollado recientemente una nueva metodologia de extraccion
denominada FPSE (fabric phase sorptive extraction basada en la sorcién de compuestos
en tejidos inicialmente recubiertos con polimeros de diferente naturaleza fisico-quimica.
La union del sustrato (tejido) y los sorbentes se lleva a cabo mediante la tecnologia sol-
gel, que permite enlaces quimicos y por tanto una gran estabilidad en la union. Los
extractos obtenidos mediante FPSE pueden analizarse tanto en cromatografia de
liquidos como de gases.

El objetivo del trabajo ha sido optimizar un metodo de analisis mediante FPSE
para la extraccion y posterior analisis de compuestos volatiles en matrices acuosas y
aplicarlo posteriormente al andlisis de compuestos responsables del aroma en bebidas.
Se han seleccionado para ello tres tipos de tejidos FPSE con diferentes polaridades: uno
polar (PEG), uno de polaridad media (PTHF) y uno mas apolar (PDMS). Para la
optimizacion, se estudio el efecto de la extraccion de una serie de factores, tales como el
disolvente de extraccion, el volumen de muestra, el tiempo de agitacion o la adicion de
NaCl.

Se seleccionaron para el estudio trece compuestos de distintas masas,
estructuras, grupos funcionales y polaridades. Debido a la naturaleza volatil de los
compuestos seleccionados, los analisis de los extractos se realizaron por cromatografia
de gases y la deteccidn por espectrometria de masas, mediante el calculo de los factores
de concentracion para cada compuesto. Los resultados fueron muy positivos, llegando a
detectar concentraciones de 200 hasta 50ppb.

Por dltimo, se aplico el procedimiento disefiado al analisis de compuestos
volatiles en aguas de refresco aromatizadas con limon y naranja, para observar la
eficacia del método en un alimento. Los resultados obtenidos fueron positivos,
detectando més de 10 compuestos volatiles responsables del aroma. De los compuestos
seleccionados para la optimizacién sélo el limoneno fue detectado pero por debajo de

los limites de cuantificacion.




Summary
Recently, a new extraction methodology called FPSE (fabric phase sorptive

extraction) has been developed. This technique is based on the adsorption of compounds
onto fabrics that have been previously coated with polymers of different
physicochemical properties. The substrate (fabric) and the sorbents are bound using the
sol-gel technology, which allows the formation of chemical bounds and therefore
creates a very stable product. The extracts obtained by FPSE can be analysed by both
liquid and gas chromatography.

The objective of this work was to optimize an analysis method by FPSE to
extract and further analyse volatile compounds in aqueous mixtures. This would be later
applied to analyse the compounds responsible for the aroma in beverages. For this
purpose, three types of fabrics with different polarities were selected: a polar fabric
(PEG), a material with lower polarity (PTHF) and a more apolar fabric (PDMS). During
optimization, the effect of various factors of the extraction was studied, such as the
extraction solvent, the sample volume, the agitation time and the addition of NaCl.

Thirteen compounds, with different mass, structure, functional groups and
polarity, were selected for the study. Due to the volatile nature of these compounds, the
analysis was performed using gas chromatography and the detection was done by mass
spectrometry and was calculated using the concentration factor for each compound. The
results were very satisfactory, being able to detect concentrations of 200 to 50ppb.
Lastly, to observe the efficiency of this method in a food product the optimized
procedure was applied to the analysis of volatile compounds in beverages aromatized
with lemon and orange flavours. Positive results were obtained, detecting more than 10
volatile compounds responsible for the aroma. Of the compounds selected for

optimization, only the limonene was detected, although below quantification levels.




2. INTRODUCCION

Recientemente se ha disefiado una nueva metodologia de extraccion basada en la

sorcion en tejidos previamente recubiertos con polimeros de diferente naturaleza fisico-
quimica. La union del sustrato y los sorbentes se lleva a cabo mediante la tecnologia
sol-gel, que permite enlaces quimicos y por tanto una gran estabilidad en la union. Esta
metodologia de extraccion, denominada FPSE (fabric phase sortive extraction), se ha
aplicado con éxito al analisis de compuestos no volatiles en matrices liquidas, como el
analisis de residuos antibioticos en leche o de estrogenos en orina (Kumar, 2014).

Anteriormente se ha trabajado en el grupo GUIA en la optimizacion de esta
metodologia para el anélisis de antioxidantes, captadores UV y otros compuestos no
volatiles en matrices liquidas obteniendo resultados satisfactorios. Los resultados
mostraron que la cantidad de compuestos extraida dependia de diferentes factores, entre
ellos, la similitud de polaridades entre la tela y el analito extraido. En este trabajo se ha
planteado el uso de la FPSE para la extraccion de compuestos volatiles en matrices
acuosas y su posterior andlisis por cromatografia de gases y deteccion por
espectrometria de masas (GC-MS).

La extraccién FPSE (fabric phase sortive extraction) es un método reciente que
ha integrado con éxito las ventajas de la tecnologia sol-gel, la microextraccion en
sorbentes y el uso de tejidos de celulosa como sustratos, resultando ser un medio de
preparacion de muestra altamente sensible y eficiente. En la extraccion FPSE los
analitos son retenidos en tejidos previamente recubiertos con un sorbente mediante la
tecnologia sol-gel. Para ello, la disolucion donde se encuentran presentes los analitos se
pone en contacto con un tejido FPSE en agitacion constante. Posteriormente, el tejido es
extraido con un pequefio volumen de solvente organico que se inyectara en el equipo de
analisis. La figura muestra un esquema de la extraccion FPSE (llustracion 1). Esta
técnica innovadora ha abordado dos deficiencias principales sobre técnicas anteriores: la
baja capacidad de muestra y el alto tiempo de preparacion de muestra. La combinacion
de una superficie de celulosa intrinsecamente porosa como substrato, y la robustez de la
tecnologia sol-gel para la unién del sustrato (tejido) y los sorbentes, ha permitido la
utilizacion de grandes cantidades sorbentes de extraccion dispersos como una pelicula
absorbente ultra fina en la matriz de sustrato de celulosa, produciendo un fenomenal
aumento en la capacidad de retencion del analito, con un equilibrio de extraccion muy

rapido (Kumar, 2014). Las ventajas de utilizar este método son multiples:




e Flexibilidad de sustrato: permite torsién, flexion y compresién de los medios de
extraccion y por lo tanto es compatible con cualquier tipo de recipiente de muestreo.

e Contacto directo con el area de superficie (PCSA): la gran superficie de contacto
permite la interaccion inmediata analito y el absorbente asegurando el equilibrio de
extraccion rapida y analitos diana altamente preconcentrados.

e Elucion de disolvente / Back-extraccion: debido a la fuerte union del enlace
covalente no hay ninguna restriccion en la seleccién del disolvente de elucion.

e Volumen de disolvente back-extraccion: requiere una pequefia cantidad de
disolvente back-extraccion (<500ul). No es necesario la evaporacion del disolvente
ni la reconstruccion del analito.

e Seleccion sorbente: amplia variedad de absorbentes disponibles

e Estabilidad del pH: gran estabilidad de pH entre 1-13.

¢ Reciclaje de las telas: una vez usadas, se pueden volver a utilizar como nuevas si se
aplica una limpieza correcta.

e Sensibilidad de extraccion: Capaz de extraer analitos en concentraciones a nivel de
ppm/ppb en la matriz de la muestra.

e Reproducibilidad: proceso de recubrimiento sol-gel (a través de reacciones
quimicas) asegura reproducibilidad de recubrimiento lote a lote sin precedentes.

e Cientos de revestimientos sol-gel se pueden utilizar como sorbente y con un gran

namero de sustratos potenciales.
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1. Retencion en tejido FPSE 2. Extraccién del tejido FPSE

llustracion 1. Esquema de extraccion por FPSE (Aznar et al, 2015).




El objetivo final del trabajo es poder utilizar esta técnica para la extraccion y
posterior andlisis de compuestos volatiles responsables del aroma en bebidas. Se
seleccionaron para ellos tres tipos de telas con diferentes polaridades: una tela polar
(PEG), una de polaridad media (PTHF) y una méas apolar (PDMS) (Aznar et al, 2015).
Para la seleccion de los compuestos volatiles se tuvieron en cuenta diferentes
pardmetros fisico-quimicos, de forma que se consiguiera un set de compuestos
representativo. Los compuestos seleccionados tenian a su vez diferentes aromas y

habian sido detectados en alimentos

El aroma global de un alimento es el resultado de la presencia de compuestos
volatiles que se perciben por el estimulo de receptores olfativos localizados en la
cavidad nasal. EI impacto de los compuestos volatiles en el aroma de un determinado
alimento viene expresado por su valor aromatico definido como la relacion en la
concentracion del componente volatil en el alimento frente al umbral de reconocimiento
de dicho componente. Los compuestos volatiles responsables del aroma de los
alimentos pueden ser de naturaleza quimica distinta, encontrandose entre ellos,
compuestos como grupos cetona (1-octen3-ona), aldehido (diacetilo, octanal), alcohol
(cis-3-hexenol, furfuryl alcohol, eugenol), ésteres (butirato de etilo, isovalerato de etilo,
octanoato de etilo), terpenos (limoneno, linalool) o acidos (&cido butirico), ademas de

otros grupos como hidrocarburos o lactonas (Rodriguez Rivera & Simon Magro, 2008).

El diacetilo (butano-2,3-diona) es un aldehido que esta involucrado en diversas
reacciones de diferentes alimentos. Es responsable de la intensificacion del olor y aroma
en productos lacteos como la mantequilla (Ramirez Ramirez, 2011). El butirato o el
isovalerato de etilo son unos componentes volatiles tipicos de los vinos proporcionando
aromas afrutados como el del arandano (Raynal, y otros, 2010). Otros compuestos como
el limoneno pueden ser aceites esenciales con un efecto antimicrobiano en los alimentos

frente al S. aureus (Cruz, Donaldo, Marquez , & Cardona, 2014).




Tabla 1. Compuestos volatiles aromaticos presentes de forma natural en alimentos no fermentados ni

tratados térmicamente (frutas, verduras, hortalizas, plantas aromaticas y especias).

Fuente: (Rodriguez Rivera & Simén Magro, 2008)

Tipos de
COMPUesLos
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u-oxidacion de dcidos grasos
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dos

Reduccion de aldehidos
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Metabolismo del acetil-CoA
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grasos insaturados

-oxidacion de hidroxidcidos
grasos obtenidos a partir de
Acidos Insaturados

Blosintesss por
la ruta isoprenoide

Metabolismo de

aminodcidos azufrados

Adicién de sulfuro de hidrogeno
en el metabolismo isoprenoide

Biosintesis de la leucing

Sensaclones olfativas
de algunos compuestos

[2-hexenal (afrutado)

‘metibuta afrutado, malta)
acetaldehido (afrutado, hlerba)
2,6-nonadienal {pepino)
benzaldehido (almendra)
fenilacetaldehido (floral)

ll-oaeﬂ-!-o‘ (cmmghon)l
eniletanol (Horal)
Il-hennol shmba fresca) I

vainitling (vaindla)
eugenol (clavo)

etll butanoato (piha, manzana)
etil hexanoato (platano, pifa)
3-metl butilacetato (plitano)
metil 2:metiibutanoato (manzana)

1,3,5-undecatrieno (especiado)
1,3,5.8-undecatetraeno (pina)

y-hexalactona (dulce, caramelo)
y-octalactona (coco)
&-decalactona (melocoton)

citral (cltrico)
a-plneno (pino)
mentona (menta)
geraniol (rosa)

2-Isobutiltiazol (tomate)
tiosulfinato de dialilo (ajo)
4-mercapto-4-metil-2-pentanona
{pomelo)

2-metoxl-3-isoproplipirazing (patata)
2-metoxi-3-isobultipirazina (pimiento)

El octanal puede aparecer como fraccion volatil del jamon curado en la
degradacion lipidica (Gianelli Barra, 2005) y la 1-octen-3-ona, que también aparece
como compuesto volatil en este tipo de alimento, puede aparecer en la parte de las
grasas (Jurado, Garcia, Timdn, & Carrapiso, 2009).

Respecto a otros compuestos, el octanoato de etilo es un compuesto muy comun
en los vinos, dando unos tonos afrutados y frescos (Cacho Palomar, 2006). EI eugenol
se extrae del clavo, y es a su vez un compuesto comun en vinos crianza (Gonzélez
Escobar, 2002).




Debido a la naturaleza de los compuestos elegidos para la extraccion FPSE, la
técnica seleccionada para su analisis fue la cromatografia gas con deteccion por
espectrometria de masas (GC-MS). La cromatografia es esencialmente un método fisico
de separacion en el que los componentes a separar se distribuyen entre dos fases, una
inmovil (lecho estacionario), y otra mdvil (fase movil), la cual pasa a través de la
primera. Este proceso se da como resultado de repetidos procesos de sorcion-desorcion
durante el movimiento de los componentes de la mezcla arrastrados por la fase movil a
lo largo del lecho estacionario (elucion), produciéndose la separacion debido a las
diferencias en las constantes de distribucion de los componentes de la mezcla entre la
fase estacionaria y la movil. A la distribucion final de los componentes en funcion de su
posicion sobre el lecho estacionario, o del tiempo en que eluyen se le denomina

cromatograma.

Banda cromatografica

| semialtura

Pico del soluto [ Wl
no retenido
i
tiempo “w

llustracion 2. Cromatograma de un componente y sus parametros caracteristicos (CSIC, 2015)

En este caso se utiliza la cromatografia de gases cuyos componentes
fundamentales son: fuente de gas, sistema de inyeccion, horno y columna

cromatografica, sistema de deteccion y sistema de registro (CSIC, 2015).

Electrodo
colector Registro
Jeringa gl
|—— Amplificador
Trampa de )\
oxigeno )
D' | :l | | 2 | Gases de
\ B inyector llama
Valvulas de
regulacion Columna
/ v / Tratamiento de datos
&'Gés de apoyo
Homo

llustracion 3. Esquema de un cromatdgrafo de gases (CSIC, 2015).
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Los dispositivos de inyeccion de muestras tienen la mision de vaporizar la
muestra a analizar e incorporarla a la corriente de gas portador que se dirige hacia la
columna. La vaporizacion e introduccion de las muestras en el sistema, debe realizarse
cumpliendo los siguientes requisitos: vaporizacion lo més rapido posible, realizarse sin
discriminar ningin componente de la muestra, y la muestra debe llegar a la columna

como una banda lo mas fina posible.

La columna utilizada puede tener diferentes polaridades y se seleccionara en
funcién de los compuestos que vayan a ser analizados. Otros parametros importantes de

la columna son su longitud, el espesor de fase y el diametro interno.

El sistema de deteccion utilizado fue la espectrometria de masas, que permite
una alta sensibilidad y selectividad en la deteccion. La ionizacion se llevo a cabo
mediante impacto electrénico, en el que un haz de electrones (70 eV) impacta con las
moléculas en fase gas ionizandolas. El exceso de energia en las moléculas hace que se
produzca una fragmentacion de las mismas, los fragmentos producidos son muy utiles

para determinar la estructura de la molécula (Corral Paya, 2006).
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3. MATERIALES Y METODOS
3.1. REACTIVOS Y MUESTRAS

3.1.1. Patrones y disoluciones

Tabla 2. Compuestos, N2 CAS, peso molecular y log P.

Compuestos N° CAS  Peso molecular (g/mol) LogP
Diacetilo 431-03-8 86,48 -0,348
Butirato de etilo 105-54-4 130,78 1,443
Isovalerato de etilo 108-64-5 145,97 1,801
Limoneno 138-86-3 169,17 3,604
Octanal 124-13-0 157,36 2,856
10Octen3ona 4312-99-6 152,30 2,434
3Cishexenlol 928-96-1 122,34 0,929
Octanoato de etilo 141-78-6 199,97 3,211
Linalool 78-70-6 186,89 2,130
Acido butirico 107-92-6 88,11 0,838
Furfuryl alcohol 98-00-0 98,30 0,099
Eugenol 97-53-0 164,20 2,511
Vainillina 121-33-5 152,15 1,516

Los patrones fueron adquiridos en Sigma-Aldrich y todos eran de calidad analitica.
- Metanol n° CAS: 67-56-1, J.T. Baker. PM= 32.04 g/mol
- Acetonitrilo n° CAS: 75-05-8, Scharlau. PM=41.05 g/mol
3.1.2. Telas FPSE
PTHF  (Polytetrahydrofuran), PEG (Polyethylene glycol) y PDMS

(polidimetilsiloxano). Las telas fueron suministradas por el Profesor Abuzar Kabir de la

Universidad de Florida.

llustracion 4. Telas FPSE. De izquierda a derecha
PMDS, PTHF y PEG.
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3.1.3. Muestras
Para observar la eficacia de las telas con alimentos, se cogieron unas muestras de

agua con sabores a limén y naranja del supermercado.

llustracion 5. Muestras de agua de refresco de limon (izquierda) y naranja (derecha).

3.1.4. Preparacion de las disoluciones

3.14.1. Preparacion de la disolucién madre de 200 ppm

Para preparar la disolucion madre de cada reactivo se utiliza en reactivo puro, el
disolvente y un vial de 20 ml. La manera de prepararlo es por pesada y se controla
gravimétricamente que no hay pérdida de peso. Una vez preparado se agita, y se
etiqueta. Todo esto es anotado en el libro de patrones con su respectivo nimero DIS y

su concentracion final.

llustracion 6. Disoluciones madre de 200 ppm
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Tabla 3. Libro de patrones de las disoluciones madre.

DIS Compuesto Concentracion(pg/g)
258 Butirato de etilo 1674,6

259 Isovalerato de etilo 7336,2

260 Furfuryl alcohol 2332,4

261 Cis-3-hexen-1-ol 1688,3

262 Octanoato de etilo 5346,5

263 Octanal 1773,6

264 Eugenol 2218,1

265 Linalool 17449

266 1-octen-3ona 1491,0

267 Limoneno 1692,4

268 Diacetilo 1906,4

269 Acido butirico 1798,2

282 Vainillina 1794,0
3.14.2. Preparacion de la disolucion conjunta de 20ppm

Para preparar esta disolucion conjunta, hay que tener en cuenta la concentracién
de cada disolucion madre previamente preparada. Para conseguir que la concentracion

de cada compuesto sea 20ppm hay que afadir los volimenes marcados en la tabla:

Tabla 4. Volumen afiadido de cada compuesto v su pesada.

DIS | Cantidad (ml) | Peso (g) | DIS | Cantidad (ml) | Peso (g)
258 | 1,25 0,9133 | 265 |1,20 0,8900
259 | 0,30 0,2211 266 | 1,30 0,9610
260 | 0,90 0,6177 | 267 | 1,20 0,9184
261 | 1,20 0,8355 | 268 | 1,05 0,7101
262 | 0,40 0,3100 269 | 1,10 0,7713
263 | 1,10 0,7695 | 282 | 1,10 0,8490
264 | 0,90 0,6490
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3.2. ANALISIS POR CG-MS
3.2.1. Equipo

Se trabajo con un cromatografo de gases acoplado a un detector de masas
HP5973 de la casa Agilent (Barcelona, Espafa). El equipo estaba conectado a un
inyector automatico Combipal® también de la casa Agilent. Se utilizé una columna

DB20 (30m x 0.25mm x 0.2um). El gas portador fue Helio con un caudal de 1ml/min.

3.2.2. Condiciones de analisis: de la cromatografia de gases y de la deteccién por MS

3.2.2.1. Condiciones cromatogréficas

El volumen de inyeccién fue de 1 ulL y se inyectdé en modo splitless. El
programa del horno cromatogréfico fue: 40°C (4min), rampa de 10°C/min hasta 160°C,
rampa de 15°C/min hasta 220°C y 8 min a la temperatura final.
3.2.2.2. Deteccion MS en modo SCAN

La deteccion en modo SCAN se llevé a cabo en el rango de masas de 50 a 400.

Inicialmente se inyect6 la disolucion de la mezcla de 20ppm en modo SCAN para
obtener los tiempos de retencion de los compuestos seleccionados.
3.2.2.3. Deteccion MS en modo SIM

La cuantificacién de los analitos se llevé a cabo en modo SIM. La tabla 5

muestra los iones cuantificados y los iones de confirmacion para cada analito.

En la inyeccion splitless la totalidad de la muestra es inyectada hacia la columna,
gue se mantiene durante la inyeccidn a una temperatura inferior al punto de ebullicién
del componente méas volatil de la muestra. Las ventajas que supone son: notable
aumento de la sensibilidad debido a la no division de la muestra y la reconcentracion de
la muestra en la cabeza de la columna supone que las pérdidas de eficacia en una

inyeccidn inadecuada sean de menor importancia (CSIC, 2015).
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Tabla 5. Grupos de compuestos CG-MS Modo SIM

SIM (tiempo retencién) | Compuestos TR Q |C
Diacetilo 5.8 86 -
Grupo 1 (5,1-8,1) Butirato de Etilo 6.58 | 71 88
Isovalerato de Etilo 6.75 | 88 85
Limoneno 8.82 | 93 136
Octanal 109 | 84 69
Grupo 2 (8,1-12,4)
1-octen-3-ona 10.99 | 70 97
Z-3-hexenol 11.94 | 67 82
Octanoato de Etilo 13.04 | 88 101
Linalool 14.2 93 121
Grupo 3 (12,4-18,0) _ i
Acido butirico 15.17 | 60 73
Furfuryl alcohol 15.76 | 98 81
Eugenol 20.14 | 164 | 149
Grupo 4 (18,0-28,0) _
Vainillina 23.75 | 151 | 108

Con este modo se consigue aumentar la concentracion de los compuestos,

incluyendo el ion de cuantificacion y el ion de confirmacion del compuesto.
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3.3.

EXTRACCION POR FPSE

3.3.1. Protocolo general de extraccion FPSE

Las condiciones de volumen de muestra y tiempo de extraccion, asi como las

condiciones de limpieza, se cogieron de los estudios previos realizados (Kumar, 2014).

A. Limpieza vy preparacion de las telas

Limpieza de las telas en el equipo de ultrasonidos mediante inmersion en 5ml de
MeOH-Acetonitrilo (50:50) durante 30 minutos.

B. Las etapas de la extraccion por FPSE son las siguientes:

Retencién de los analitos en el tejido FPSE: En esta etapa una alicuota de la

disolucion que contiene los analitos se transfiere a un vial, el tejido FPSE se
afilade a la disolucién, se afiade un agitador magnético y el vial se cierra
herméticamente. El vial se cierra y la disolucién junto con el tejido FPSE se
ponen en agitacion.

Extraccion de los tejidos FPSE con un solvente orgénico: Una vez finalizada la

etapa anterior, el tejido FPSE es extraido de la disolucién y depositado en un
vial eppendorf. En el vial se afiade 1ml del solvente organico de extraccion, con
la ayuda de una espéatula pequefia se empuja unas 20 veces para mezclar bien
tejido y solvente. Después se llevan al equipo de ultrasonidos durante 10
minutos, una vez pasado este tiempo, se vuelve a empujar la tela con la espéatula
otras 20 veces con la manera de mejorar la homogeneidad del liquido. Después
se extrae con la jeringuilla y se pasa al vial a través del filtro de 0.20 um. El
filtrado se pasa a un vial donde serd inyectado.

Por ultimo, se introducen las telas en otros eppendorf con 1ml de MeOH-
Acetonitrilo 50:50 durante 30 minutos en el equipo de ultrasonidos. Se secan las
telas y se depositan en sus respectivas placas de Petri para volver a ser utilizadas

otra vez.
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3.3.2. Optimizacion de la extraccién

3.3.2.1. Optimizacion de la etapa extraccion de los tejidos FPSE

En esta etapa se optimizd el disolvente de extraccion, se utilizaron metanol,
acetonitrilo y una mezcla de ambos al 50%. Las condiciones de extraccion se tomaron
de trabajos previos realizados en el laboratorio (Aznar et al, 2014), donde se habia
llevado a cabo la optimizacion del tiempo de extraccion asi como el uso de ultrasonidos
en esta etapa. Para la optimizacion se llevan a cabo las siguientes etapas:

= Se dopan las telas con 20ul de una disolucion conjunta de 10ppm y se
introducen en el eppendorf.

= Se introduce 1ml del solvente de extraccion en el eppendorf. Con la ayuda de
una espéatula pequefia se empuja unas 20 veces para homogeneizar bien la
muestra. Después se llevan al equipo de ultrasonidos durante 30 minutos.

= Una vez pasado este tiempo, se vuelve a empujar la tela con la espatula otras 20
veces con la manera de mejorar la homogeneidad del liquido. Después se extrae
con la jeringuilla y se filtra y se pasa al vial.

= Se realizan paralelamente blancos del tejido donde se sigue el mismo proceso
pero sin dopar las telas al inicio.

Las extracciones se llevaron a cabo por triplicado.

3.3.2.2. Optimizacion de la etapa de retencion de los analitos en el tejido FPSE

Se tuvieron en cuenta las siguientes variables para el proceso de retencién:

= Volumen de muestra: basandonos en un anterior experimento de Kumar (Kumar,
2014) se utiliz6 15ml, 50 ml y 100ml.

= Tiempo del proceso de retencién FPSE: teniendo en cuenta el experimento

citado anteriormente (Kumar, 2014), también se utilizaron tres tiempos distintos.

Estos tiempos fueron 15 min, 30 min y 60 min.

Para llevar a cabo la optimizacién, se prepara la disolucién donde se van a
introducir las telas en agitacion. Para ello, se coge la disolucién volatil de 20ppm vy se
hace una dilucién de 200ppb a partir de esta con metanol. Se anota el peso de la dilucion
de 20ppm y se enrasa con el metanol en el matraz y se agita. Tras el proceso de
retencion el tejido FPSE, los tejidos fueron depositados en un eppendorf y extraidos con
Iml de metanol siguiendo el protocolo general de extraccion. El extracto fue filtrado,
transvasado a un vial e inyectado en GC-MS en modo SIM.

18



3.3.2.3. Optimizacion de la etapa de agitacion

Se probaron diferentes velocidades de agitacion (de 500 a 1000rpm) en un
agitador magnético (IKA RT10, Alemania) para conseguir que los tejidos FPSE fueran
agitados de forma homogénea, finalmente se seleccion6 900rpm. Se colocan encima del
agitador magnéetico y se comienza la prueba (900rpm).

3.3.2.4. Optimizacion de la etapa de limpieza

Se introducen las telas de nuevo en los eppendorf y se introduce 1ml de
metanol-acetonitrilo 50:50 para proceder a la limpieza de la tela. Se llevan al equipo de
ultrasonidos donde permaneceran durante 30 minutos. Transcurrido este tiempo, se
extraen las telas se secan y se vuelven a depositar en las placas de Petri para una nueva

utilizacion.

llustracion 7. Agitacion de las telas

3.3.3. Protocolo final de extraccion

Tabla 6. Protocolo final de extraccion

Etapa optimizada | Volumen Disolvente Tiempo Observaciones
Limpieza Iml MeOH-AN 50:50 30° Ultrasonidos
Retencion-Agitacion 100ml - 60’ 900rpm
Extraccion Iml MeOH 100% 10° Ultrasonidos
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3.3.4. Comparacién de la extraccion de los compuestos en las diferentes telas

Se preparé una disolucion mixta volatil con una concentracién de los
compuestos aproximada de 200ppb.

Se pasé al procedimiento extraccion usando el protocolo optimizado de
extraccion, cada tela por triplicado. Después se llevo al equipo de ultrasonidos para la
extraccion con 1ml metanol durante 10 minutos. Por altimo, se pasé al vial donde se
Ilevo al cromatdgrafo para analizar las &reas de cada pico.

3.3.5. Adicion de NaCl al 10% para mejorar la extraccion

Para prepararlo se prepararon una disolucion mixta volatil con una
concentracion de los compuestos aproximada de 200ppb. A 200ml de esta disolucion se
le afiadio NaCl al 10%. Otros 200ml se conservaron sin NaCl.

Una vez preparadas las disoluciones se procedid al procedimiento de extraccion
de las telas siguiendo el protocolo optimizado de extraccion. Primero colocando las
telas en agitacion durante 60 minutos con un volumen de 100ml (dos replicas por cada
muestra). Después se llevo al equipo de ultrasonidos para la extraccion con 1ml metanol
durante 10 minutos. Por ultimo, se paso al vial donde se llevo al cromatdgrafo para
analizar las areas de cada pico.

3.4. Analisis de muestras

Para observar la eficacia de las telas con alimentos, se cogieron unas muestras de
agua con sabores a limon y naranja del supermercado. Previamente a la extraccion las
muestras fueron diluidas 1:5 con agua milliQ, ya que se trataba de muestras muy
concentradas. La extraccion de las muestras se llevo a cabo siguiendo el protocolo final
de extraccion. En este andlisis se utilizaron dos programas diferentes analisis, el modo
SIM para detectar si habia alguno de los compuestos con los que se habia trabajado y la
concentracion que habia de ellos; y el modo SCAN para identificar todos los
componentes volatiles presentes en la muestra.

Los andlisis se realizaron por duplicado.
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4. RESULTADOS Y CONCLUSIONES

4.1. Rectas de calibracién y parametros analiticos

4.1.1. Ecuaciones de la recta, limites de deteccion y limites de cuantificacion

Se prepar6 una recta de calibrado para optimizar el area obtenida en el

cromatdgrafo de gases. Con ello, se consiguid tener una recta de calibrado para cada

compuesto y con una ecuacion de la recta para calcular la concentracion de cada

compuesto con los datos recogidos en el cromatdgrafo. Decir que salvo para el butirico,
el LOD estaba por debajo de 15ppb.

Tabla 7. Datos de las rectas de calibrado.

Compuesto Ecuacion R? Rango trabajo
Diacetilo y = 42,225x + 11650 0,9963 40ppb-2ppm
Butirato de etilo y = 343,7x - 2066 0,998 40ppb-2ppm
Isovalerato de etilo y = 313,75x - 2596,9 0,9981 40ppb-2ppm
Limoneno y = 382,43x - 4208,2 0,999 40ppb-2ppm
Octanal y = 64,256x - 2142,5 0,9973 40ppb-2ppm
1-octen-3ona y = 218,77x - 13570 0,9946 40ppb-2ppm
Z-3-hexenol y = 206,44x - 9899,6 0,9978 40ppb-2ppm
Octanoato de etilo y = 290,16x - 18869 0,9925 40ppb-2ppm
Linalool y = 161,04x - 12579 0,9916 40ppb-2ppm
Acido butirico y = 34,174x - 5969,3 0,9824 100ppb-2ppm
Furfuryl alcohol y = 136,66x - 9345,6 0,9935 40ppb-2ppm
Eugenol y = 206,07x - 17209 0,9868 40ppb-2ppm
Vainillina y = 195,92x - 12388 0,9892 40ppb-2ppm
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4.1.2. Cromatograma SIM

Abundance TIC: 150903 RC 500PFB R1.D\data.ms
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llustracion 8. Cromatograma SIM de una disolucion mix voldtil de 500ppb. De izquierda a derecha, numerados todos los
picos de los correspondientes compuestos de trabajo: (1) diacetilo, (2) butirato de etilo, (3) isovalerato de etilo, (4) limoneno,

(5) octanal, (6) 10cten-3ona, (7) Z-3-hexenol, (8) octanoato de etilo, (9) linalool, (10) dcido butirico, (11) furfuryl alcohol, (12)
eugenol y (12) vainillina.

4.1.3. Fiquras de las rectas de calibrado de cada compuesto

Aparecen recogidos en el Anexo | todas las rectas de calibrados de los 13

compuestos con sus respectivas ecuaciones de la recta y linea de tendencia.
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4.2, Optimizacion de la extraccién con FPSE

4.2.1. Optimizacion de la back-extraction

Se optimizo el disolvente de extraccion de los compuestos volatiles en la tela.

Para seleccionar uno u otro disolvente, se doparon las telas con 20ul de la disolucion

mixta volatil de 20 ppm, para intentar extraer 400ppb de cada compuesto

aproximadamente. El tiempo y el volumen de extraccion en el ultrasonidos son los del

protocolo final de extraccion.

El proceso de extraccion se realizo seis veces con cada tela para obtener un valor

medio para las posibles desviaciones que pudiera haber (Tabla 1, Anexo 1). Los

resultados, como se puede observar en la siguiente tabla, son los siguientes:

Tabla 8. Comparacion de la utilizacion de metanol o acetonitrilo como disolvente de extraccion.

Metanol Acetonitrilo
Compuestos
% Recuperacion RSD % Recuperacion RSD
Diacetilo 0 - 0 -
Butirato de etilo 915 20,2 9,6 65,0
Isovalerato de etilo 53,5 22 4 41,9 -
Limoneno 82,6 18,0 63,7 1,6
Octanal 56,9 8,7 50,0 3,5
1-octen-3ona 73,1 11,8 68,4 3,2
Z-3-hexenol 66,5 8,2 63,1 49
Octanoato de etilo 78,9 10,0 72,8 6,2
Linalool 72,6 7,1 68,6 29
Acido butirico 50,2 63,4 57,2 19,4
Furfuryl alcohol 74,2 8,6 75,2 4,7
Eugenol 84,3 8,1 84,0 6,1
Vainillina 65,4 15,1 77,0 2,9
MEDIA 70,80 - 60,96 )
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Todos los compuestos excepto el acido butirico, el furfuryl alcohol y la vainilla
se extraen mejor con metanol. En ambas extracciones, se excluyen los resultados del
diacetilo ya que los valores estan fuera de la recta de la recta de calibrado. EI % medio
de extraccion con metanol es de 70,80% obteniendo el mayor porcentaje con el
compuesto butirato de etilo (91,5%) y el menor el acido butirico con 50,19%. El %
medio de extraccidn con acetonitrilo es de 60,69% obteniendo el mayor porcentaje con
eugenol (83,97%) y el menor el butirato de etilo con 9,63%.

Se concluye que el disolvente con el que vamos a extraer es el metanol, ya que

es el que mejor responde a la extraccion de los compuestos.

4.2.2. Optimizacion de la extraccién

En el siguiente apartado de resultados se muestra la relacion de la sefial obtenida
para cada compuesto, en el proceso de optimizacion de la retencion en el tejido FPSE
(Tabla 2, anexo 1) (figuras 9-20)

Como se puede observar, se estudiaron tres volumenes (15, 50 y 100ml) y tres
tiempos (15, 30 y 60 minutos) durante la optimizacién, los analisis se llevaron a cabo
siempre en agitacion. Los ensayos se realizaron por triplicado.

Una vez realizado el experimento y el proceso de extraccién, se pincharon en el

cromatdgrafo de gases para obtener las areas de los picos de cada compuesto.
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Diacetilo
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lustracién 9. Area volumen-tiempo diacetilo
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llustracion 11. Area volumen-tiempo isovalerato de etilo
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llustracién 13. Area volumen-tiempo octanal

Butirato de Etilo
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llustracion 10. Area volumen-tiempo butirato de etilo

Limoneno
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llustracién 12. Area volumen-tiempo limoneno
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llustracion 14. Area volumen-tiempo 1octen3ona
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3cis-hexenol Acido Butirico
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llustracion 19. Area volumen-tiempo furfuryl alcohol
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Los resultados, como se puede observar, son los siguientes:

- Cuando el volumen de muestra era de 15ml el tiempo tenia muy poca influencia en
la cantidad extraida de los compuestos. Solo en algunos compuestos como el
eugenol o el furfuryl alcohol se vio un aumento, pero muy pequefio. En 50ml y
100ml un aumento en el tiempo de contacto entre el tejido y la disolucién si que
producia un aumento del area de los compuestos. Estos resultados tienen sentido ya
que un mayor volumen de muestra puede necesitar mayor tiempo de contacto con el
tejido para que todo el volumen pase a través del mismo.

- Como se puede observar en las ilustraciones 10, 11 y 13, el tiempo a veces tenia un
efecto negativo, probablemente por la alta volatilidad de estos compuestos.

- Comparando distintos volimenes de muestra a un mismo tiempo de extraccion, se
observa que mayores volimenes de muestra daban mayores sefiales.

- No se muestra el area de la vainillina ya que en este experimento se encontraba por
debajo del limite de deteccion.

Se concluye observando los graficos que la extraccion 6ptima para la mayoria de
los compuestos tiene lugar cuando se realiza con 100ml de muestra y 60 minutos de
tiempo de extraccion.

4.2.3. Comparacién de la extracciéon de los compuestos en las diferentes telas

En esta parte de los resultados se compararon las tres telas de diferentes
polaridades, PEG (glicol de polietileno), PMDS (polidimetilsiloxano) y PTHF
(politetrahidrofurano). Los compuestos mostraran mayor o menor afinidad dependiendo
de su log P.

Los resultados obtenidos son los siguientes:

60000
50000
40000

B PEG
30000

B PMDS
20000 B PTHF
10000

Limonene

llustracion 21. Comparacion de las telas en el limoneno.
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El limoneno es el compuesto mas apolar (log P= 3,604) y su mayor extraccion se
produjo con la tela PMDS (ilustracion 21). Este compuesto sigue la dinamica de

extraccion prevista ya que la tela mas polar es la que menor &rea de compuesto recoge.

350000
300000
250000
200000 H PEG
150000 H PMDS
100000 H PTHF

50000

0 [

Ethyl butyrate 1-octen-3one 3cis-hexen-1ol Linalool Eugenol

llustracion 22. Comparacion de las telas en varios compuestos.

En el grupo de compuestos mostrado en la ilustracion 22, se produjo una mayor
extraccion con la tela PEG (mayor polaridad). Algunos de estos compuestos, como el
butirato de etilo y el 3cishexenol, si tenian una alta polaridad y respondieron por tanto
de la forma prevista. La 1-octen-3-ona, el linalool y el eugenol tenian sin embargo una
polaridad menor, lo que indica que el proceso de retencion depende de mas factores

como pueden ser los grupos funcionales o la estructura de los compuestos.

35000
30000
25000
20000 mPEG
15000 mPMDS
W PTHF
10000
5000
0 h

Furfuryl alcohol Vainillina
llustracion 23. Comparacion de las telas en furfuryl alcohol y vainillina.
Los compuestos de la ilustracion 24, furfuryl alcohol y vainillina, tienen una log
P, es decir, una alta polaridad (0,099 y 1,516, respectivamente) y la mayor extraccion se
produjo con la tela PEG como era de espera.
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llustracion 24. Comparacion de las telas en varios compuestos.

El area de extraccion de estos los compuestos de la ilustracion 25, isovalerato de

W PEG
m PMDS
mPTHF

Acido butirico

etilo, octanal, octanoato de etilo y acido butirico, que tienen una polaridad intermedia,

fue mayor con el tejido PTHF, también de polaridad intermedia..

4.2.4. Adicion de NaCl al 10% para mejorar la extraccion

Después de realizar los anteriores experimentos para optimizar las condiciones

de extraccidn, se pens6 en mejorar estas condiciones de nuevo afiadiendo a la disolucién

mixta volatil NaCl (cloruro de sodio) al 10%. Lo que se pretendié al afadir esta

disolucién era aumentar la fuerza iénica con las moléculas de NaCl para favorecer la

extraccion de los compuestos en la tela y que esta mejora fuera significativa.

Los resultados fueron los siguientes:

Tabla 9. Areas de compuestos con NaCl al 10% y sin NaCl

Compuesto Media NaCl Media Sin

Diacetilo 17895.5 15850.0
Butirato de etilo 127013.5 89940.0
Isovalerato de etilo 183412.5 148564.5
Limoneno 27002.0 171313.5
Octanal 58266.0 44825.0
1-octen-3ona 214694.5 159643.5
3cis-hexen-1ol 30905.0 23068.0
Octanoato de etilo 258060.0 238181.5
Linalool 233629.0 161394.0
Acido butirico 554475 49764.5
Furfuryl alcohol 2585.5 3279.0
Eugenol 175416.0 125457.5
Vainillina 12479.5 17014.5
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Como se puede observar, se aprecia una mejoria de extraccion con la adiccion de
NaCl al 10%, salvo en los compuestos furfuryl alcohol y vainillina. Sin embargo un
andlisis estadistico con la prueba t de Student determind que las diferencias no eran
significativas (p = 0.45). Con lo que se concluyd que la adicion de NaCl al 10%
mejoraba la capacidad de extraccion de los compuestos en la tela pero no de manera
significativa.

4.3. Evaluacion del método

Una vez optimizado el método, se realiz6 la extraccion en una muestra de
200ppb y en una muestra de 50ppb (con 4 réplicas) con las condiciones del protocolo
final de andlisis. Con ello se evaluo el factor de concentracion del mismo, haciendo la
media con todos los compuestos salvo el de la vainillina. Para ello se utilizo la recta de
calibrado de cada compuesto. Los resultados obtenidos en este apartado se muestran en
la tabla 10:

Tabla 10. Factor de concentracion de una muestra de 200ppb y otras de 50ppb con las condiciones del protocolo
final de extraccion.

Factor de concentracion
Compuestos
200ppb

Diacetilo 28
Butirato de etilo 1.1
Isovalerato de etilo 8.8
Limoneno 2.7
Octanal 3.2
1-octen-3o0na 29
Z-3-hexenol 1.3
Octanoato de etilo 7.9
Linalool 4.6
Acido butirico 9.9
Furfuryl alcohol 0.9
Eugenol 1.6
MEDIA 4.0

Finalmente decir que fue posible la deteccion de todos los compuestos excepto
el acido butirico en la disolucién de 50ppb, lo cual es muy positivo porque permite el

analisis de volatiles en agua a bajas concentraciones
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4.4, Analisis de compuestos volatiles en aguas de sabores

Se analizaron las muestras en modo SCAN para detectar todos los compuestos
presentes en el agua y en modo SIM para localizar posibles compuestos con los que se
habia trabajado.

El analisis en modo SIM mostrd que ninguno de los componentes con los que se
habia trabajado aparecia en las muestras de agua embotellada, Gnicamente en el agua de
sabor limon aparecio limoneno por debajo del limite de cuantificacion.

Para los analisis en modo SCAN, se decidio a concentrar el extracto obtenido
con metanol, mediante corriente de nitrogeno., consiguiendo reducir el volumen a una
cuarta parte y aumentar la sensibilidad de los compuestos en la muestra.

En el analisis de las aguas de refresco concentradas se llegaron a detectar 12
compuestos volatiles en el agua con sabor a limén y 11 compuestos volatiles en el agua
con sabor a naranja (Tabla 11). Los compuestos se identificaron con la libreria NIST. Se
busco informacion en una pagina web (The Good Scents Company, 2015) para
relacionarlos con el sabor y aroma del limén y la naranja.

4.4.1. Tabla de compuestos detectados en limdn y naranja

Tabla 11. Compuestos detectados en las muestras concentradas de agua con sabor a limon y naranja.
(*)Compuestos detectados sélo en el agua con sabor limaon.

TR Compuesto CAS AROMA

12.98 | FURFURAL 98-01-1 dulce, madera, tostado, caramelo,

13.89 | hydroxydihydromaltol 28564-83-2 dulce, caramelo

14.23 | 5-methyl furfural 620-02-2 dulce, caramelo, tostado, café

14.6 | fenchyl acetate 13851-11-1 pino fresco, citrico dulce

14.9 | 4-terpineol 562-74-3 madera, mentolado, citrico, especiado

15.3 | 2-furanmethanol 98-00-0 humedad, dulce, madera, tostado,
café

16.03 | alfa terpineol 98-55-5 pino, lila, citrico, madera, floral

18.58 | dimethyl furfural 52480-43-3

18.84 | methyl furoate* 13129-23-2 baya, afrutado

19.56 | tiophene methanol 636-72-6 café tostado

20.68 | hydroxydihydromaltol 28564-83-2 dulce, caramelo

22.7 | 5-hydroxymethyl furfural | 67-47-0 grasa, mantequilla, himedo, ceroso,
caramelo
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4.4.2. Cromatograma de la muestra de limén concentrada
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llustracion 25. Cromatograma modo SCAN de la muestra de agua con sabor a limdn concentrada. De izquierda a derecha los picos
identificados: (1) furfural, (2) hydroxydihydromaltol, (3) 5-methyl Furfural, (4) fenchyl acetate, (5) 4-terpineol, (6) 2-furanmethanol, (7) alfa
terpineol, (8) dimethyl Furfural, (9) methyl furoate, (10) tiophene methanol, (11) hydroxydihydromaltol, (12) 5-hydroxymethyl Furfural.
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5. CONCLUSIONES

El trabajo realizado ha permitido el disefio de un método de extraccion por FPSE

para el analisis de compuestos volatiles en muestras acuosas. El protocolo final de

extraccion tras la optimizacion fue el siguiente:

Etapa optimizada | Volumen Disolvente Tiempo Observaciones
Limpieza iml MeOH-AN 50:50 30° Ultrasonidos

Retencidn-Agitacion 100ml - 60’ 900rpm
Extraccion iml MeOH 100% 10° Ultrasonidos

El método permitio la extraccion de varias muestras de forma simultanea de
forma sencilla y rapida, estimando el tiempo total de extraccion en 70 minutos., lo cual
es muy positivo. A su vez, los resultados mostraron una buena capacidad de extraccion,
permitiendo detectar los compuestos seleccionados a una concentracion de 50ppb en la
disolucién acuosa. El andlisis de compuestos volatiles se lleva a cabo en la mayoria de
los casos mediante cromatografia de gases (GC) y dado que en los sistemas de GC no es
recomendable la inyeccion de muestras acuosas este método, que permite la
transferencia de los compuestos de la matriz acuosa a un solvente organico, resulta de
gran utilizad.

El estudio de la extraccion con los distintos tejidos (PEG, PDMS y PTHF)
confirmo la importancia de la seleccion del sorbente en funcion de los analitos que se
vayan a analizar. En el caso de los compuestos volatiles seleccionados, el PTHF y PEG
resultaron eficaces para la mayor parte de ellos.

La aplicacion del método al analisis de las muestras de refrescos fue de gran
interés, ya que fue posible la identificacion de compuestos tales como fenchyl acetate o
alfa terpineol responsables del aroma de estos refrescos.

Por tanto, se puede decir que es un metodo de las telas es fiable a la hora de
cuantificar componentes volatiles en aguas y refrescos, pero para saber su concentracion

previamente habria que realizar una recta de calibrado de estos.
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Conclusions
This work has allowed us to design an FPSE-based extraction method to analyse
the volatile compounds in aqueous samples. The optimized protocol followed for this

purpose was as below:

Etapa optimizada | Volumen Disolvente Tiempo Observaciones
Cleaning iml MeOH-AN 50:50 30° Ultrasounds

Retention-Agitation 100ml - 60’ 900rpm
Extraction iml MeOH 100% 10° Ultrasounds

This method allowed for the extraction of several samples in parallel in a simple
and fast way. The total estimated time for the extraction is 70 minutes, which is very
positive. Besides, the results indicate a good yield in the extraction, being able to detect
the desired compounds at concentrations of 50bbp in the aqueous mixture. Volatile
compounds are usually examined using gas chromatography (GC); however, it is not
advisable to inject aqueous samples in these GC systems. Thus, the method developed
in this project is very useful, since it allows for the transfer of compounds from an
aqueous solution to an organic solvent.

Performing the extraction with different fabrics (PEG, PDMS and PTHF)
confirmed the importance of selecting a sorbent depending on the analytes that are
going to be analysed. For the volatile compounds selected in this work, the PTHF and
PEG were the most efficient fabrics for most of them.

Analysing beverage samples with this method was of great interest, since it was
possible to identify compounds, such as fenchyl acetate or alpha terpineol, responsible

for the aroma of those beverages.

Therefore, we can conclude that the fabrics technique is a reliable method when
quantifying volatile compounds in waters and beverages; however, to know its

concentration, a standard curve of such compounds is needed.
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6. VALORACION PERSONAL
En cuanto a las valoraciones, el trabajo me ha aportado la posibilidad de trabajar

en un laboratorio de gran nivel como es el del departamento de quimica analitica del
centro politécnico superior de la Universidad de Zaragoza. He tenido la oportunidad de
trabajar con equipos exclusivos en la universidad y conocer de una forma tan cercana la
cromatografia de gases.

Quiero agradecer a Marga, Celia y todo el equipo de trabajo, el apoyo y las
facilidades prestadas a la hora de elaborar mi proyecto, ya que en gran medida son parte

de este trabajo.

35



BIBLIOGRAFIA

Aznar, M., Alfaro, P., Nerin, C., & Kabir, A. (2015). Fabric phase soptive extraction (FPSE), a
novel sample preparation methodology applied to the analysis of migration from
plastic food packaging materials. Zaragoza: Departamento de analisis quimico,
Universidad.

Cacho Palomar, J. (2006). La percepcion de notas aromdticas del vino y el efecto de ciertas
moléculas voldtiles. ACE: Revista de enologia.

Corral Paya, A. (2006). Fundamentos y funciones de la espectofotometria de masas. Valencia:
Universidad de Valencia, Facultad de Farmacia.

Cruz, V., Donaldo, E., Marquez , M., & Cardona, J. (2014). Evaluacidn de los aceites esenciales
(Alfa Pineno y Limonene) contra el crecimiento de Staphylococcus aureus productores
de enterotoxinas in vitro. Zamorano: Escuela Agricola Panamericana.

CSIC. (19 de Agosto de 2015). Mncn. Obtenido de Museo nacional de ciencias naturales:
http://www.mncn.csic.es/docs/repositorio/es_ES/investigacion/cromatografia/cromat
ografia_de_gases.pdf

Gianelli Barra, M. P. (2005). Interaccion entre compuestos aromdticos del jamdn curado y
compuesos proteicos musculares solubles. Universidad de Valencia.

Gonzalez Escobar, R. (2002). Eugenol: propiedades farmacoldgicas y toxicoldgicas. Ventajas y
desventajas de su uso. Rev Cubana Estomatol.

Jurado, A., Garcia, A., Timén, M., & Carrapiso, |. (2009). Maduracion del jamdn ibérico:
evolucion de indices basados en compuestos voldtiles. Caceres: Facultad de
Veterinaria.

Kumar, G. H. (2014). Efficient analysis of selected estrogens using fabric phase sorptive
extraction and high performance liquid chromatography-fluorescence detection.
Elsevier B.V.

Ramirez Ramirez, J. (2011). Bacterias Ildcticas: importancia en alimentos y sus efectos en la
salud. Nayarit: Centro de tecnologia de alimentos.

Raynal, C., Wardrop, F., Pillet, O., Heras, J. M., Dumont, A., & Ortiz-julien, A. (2010).
Fermentacion controlada mediante la inoculacidn secuencial de una levadura no-
Saccharomyces y de una levadura Saccharomyces cerevisiae, una herramienta
innovadora para el endlogo. Lallemand.

Rodriguez Rivera, V. M., & Simdn Magro, E. (2008). Bases de la alimentacion humana. La
Coruia: Netbiblo.

The Good Scents Company. (08 de Septiembre de 2015). The Good Scents Company. Obtenido
de http://www.thegoodscentscompany.com/

36



ANEXO |
- Apéndice I: Rectas de calibrado de los compuestos (pagina 22, 4.1.3.)
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Apencice Il: Tabla de datos de metanol vs acetonitrilo (pag 23, 4.2.1.)

Metanol
Diacetilo 268 2969 1538 1654 2499 2607 3341 3654 1.00 0.00 0.4 34978 47.25 351.96]  857.6 85758.95
Ethyl butyrate | 258 3964 59487 57689 71530 74235 91016 88754 69821.17 0.36 915 214500 8211.1 397.62] 14069.7 20.15
Ethyl isovalerate| 259 6199 38319 39568 44083 43562 57040 50874 40875.33 0.23 535 665492 -109215 421721 91371 2.3
Limonene | 267 2 65165 68145 72693 71584 96404 95874 78288.83 0.26 82.6| 261688 10730 312.46] 14062.7 17.96
Octanal 263 703 33358 33665 34599 33986 38216 40789 35065.83 0.20 5.9 214500 82111 354,84 30324 8.65
1-octen-3one | 266 584 78514 75456 85853 87569 100056 99568 87252.00 0.30 731 665492 -109215 403.76]  10306.7 11.81
3cishexen-lol | 261 5904 53937 54687 56087 55879 62206 64123 51915.83 0.24 66.5] 401874 -46052 366.76] 4257.4 8.20
Ethyl octanoate | 262 1701 107704 109256 116849 114795 132353 135478 117704.83 0.34 789 665492 -109215 432.38] 117787 10.01
Linalool 265 209 54852 56712 55367 57412 63048 64574 58451.83 0.29 72.6| 475524 -81014 403,78 41213 7.05
Acido butirico | 269 8500 17045 17632 11056 13504 10260 11476 499550 0.18 502 269924 -43862 360.62] 3168.8 63.43
Furfuryl alcohol | 260 2043 39822 40210 38289 30654 44932 46789 39573.00 0.28 742 332058 -52667 374.60] 3402.0 8.60
Eugenol 264 8724 103763 102546 96724 98547 113441 115736 96402.17 0.32 843 637934 -104770 314.28]  1798.7 8.09
Vainilina 282 | 38745 106244 107413 86058 90523 105301 104687 61292.67, 0.26 6540 483502 -64025 306.22] 9254.1 15.10
Acetonitrilo

Diacetilo 3 17492 18698 17713.00
Ethyl butyrate | 258 3 3 6 7 5 5 6 2.33
Ethyl isovalerate | 259 8 153 174 22508 26543 68 74 8245.33
Limonene 27 2 63540 62579 62763 63547 61074 63542 £2828.83
Octanal 263 13 26119 2754 28923 27458 31823 35647 20874.33
L-octen-3one | 266 a7 71055 69854 75087 73654 79259 80541 74691.33
3cis-hexen-lol | 261 245 43038 45692 47022 48574 48449 50623 46988.00
Ethyl octanoate | 262 23 91021 93623 100414 98563 108586 110742 100208.50
Linalool 265 14 46958 49623 50292 49657 52162 55471 50679.83
Acido butirico | 269 388 11911 9874 15431 12547 12041 11456 11822.00
Furfuryl alcohol | 260 10 38423 30214 41481 42579 40074 43687 40899.67
Eugenal 264 999 90756 92654 102627 100471 95531 98245 95715.00
Vainillina | 282 2592 87235 88654 92010 85476 82236 80541 83433.33
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Apéndice I1l: optimizacion de la extraccion (pag. 24, 4.2.2.)

15 ml

Concentracion ppbl Factor concentracién| Concentracion ppbl Factor concentracién] Concentracién ppb Factor concentracion ax | b |Concentracic’m real
Diacetilo 268 808 918 931.666667 0.02 0.12 0.02 0.14 0.03 0.14 34978  47.25 175.98
Ethyl butyrate | 258 110734.5 109504.5 98126 0.20 0.99 0.19 0.97 0.15 0.77 286178 54306 198.81
Ethyl isovalerate | 259 219396.5 227268 251609.667 0.68 3.24 0.72 3.40| 0.83 3.92 224418 66281 210.86
Limonene 267 64707.5 51266 46424 0.21 1.32 0.15 0.99 0.14 0.87 261688 10730 156.23|
Octanal 263 32531.5 38087 39519 0.19 1.07| 0.22 1.22 0.22 1.25 214500 -8211.1 177.42
1-octen-3one [ 266 102568 117337 120568.667 0.32 1.58 0.34 1.69 0.35 1.71] 665492 -109215 201.88
3cis-hexen-1lol | 261| 15038.5 17275.5 17742.6667 0.15 0.83 0.16 0.86] 0.16 0.87 401874 -46052 183.38
Ethyl octanoate |262 199148 215656 205891.333 0.46 2.14 0.49 2.26 0.47 2.19 665492 -109215 216.19
Linalool 265| 66189.5 80419 99211.6667 0.31 1.53] 0.34 1.68| 0.38 1.88 475524 -81014 201.89
Acido butirico [ 269 353.5 44708 42964.6667 0.16 0.91 0.33 1.82 0.32 1.78] 269924 -43862 180.31
Furfuryl alcohol | 260 622 734.5 914 0.16 0.86 0.16 0.86] 0.16 0.86 332058 -52667 187.30
Eugenol 264 48259.5 52674.5 58840.6667 0.24 1.28] 0.25 1.32 0.26 1.37 637934 -104770 187.14
Vainillina 282 51.5 50 10.3333333 -1.15 -5.80| -1.15 -5.80 -1.15 -5.80 121552 139752 198.11]

50 ml 1.32 1.43 1.47
Concentracion ppb Factor concentracion| Concentracion ppb Factor concentracién] Concentracion ppb Factor concentracion ax | b |Concentracic’)n real
Diacetilo 268 11212.6667 | 11094.3333 [ 11197.3333 0.32 1.81 0.32 1.79 0.32 1.81 34978  47.25 175.98
Ethyl butyrate | 258 72503.6667 | 89204.6667 109109 0.06 0.32 0.12 0.61 0.19 0.96 286178 54306 198.81]
Ethyl isovalerate | 259 140578 184186 273414 0.33 1.57| 0.53 2.49 0.92 4.38 224418 66281 210.86
Limonene 267 32112.6667 | 52252.6667 45884 0.08 0.52 0.16 1.02] 0.13 0.86 261688 10730 156.23
Octanal 263 25383.3333 | 40354.3333 56668 0.16 0.88 0.23 1.28 0.30 1.70 214500 -8211.1 177.42
1-octen-3one [ 266 77697.6667 95141 144206 0.28 1.39| 0.31 1.52 0.38 1.89 665492 -109215 201.88
3cis-hexen-1ol | 261 7703.66667 17568 24727 0.13 0.73 0.16 0.86 0.18 0.96 401874 -46052 183.38|
Ethyl octanoate |262| 165175.333 | 253749.667 | 390086.333 0.41 1.91] 0.55 2.52] 0.75 3.47| 665492 -109215 216.19
Linalool 265 59102 75603 122828.333 0.29 1.46 0.33 1.63] 0.43 2.12 475524 -81014 201.89
Acido butirico | 269 | 34434.3333 [ 53633.6667 | 81999.6667 0.29 1.61 0.36 2.00| 0.47 2.59 269924 -43862 180.31
Furfuryl alcohol | 260| 574.333333 742 1066 0.16 0.86 0.16 0.86 0.16 0.86 332058 -52667 187.30]
Eugenol 264 50882.3333 | 62185.3333 | 83695.3333 0.24 1.30] 0.26 1.40] 0.30 1.58 637934 -104770 187.14
Vainillina 282 16 23 13.3333333 -1.15 -5.80| -1.15 -5.80 -1.15 -5.80 121552 139752 198.11]

100 ml 1.20 1.50 1.93
Concentracion ppb Factor concentracion| Concentracion ppb Factor concentracién] Concentracién ppb Factor concentracion ax | b |Concentracic’)n real
Diacetilo 268 10655 17848.6667 | 17264.3333 0.30 1.72 0.51 2.89 0.49 2.80 34978 47.25 175.98|
Ethyl butyrate | 258 107877 146679.667 119338 0.19 0.94 0.32 1.62 0.23 1.14 286178 54306 198.81
Ethyl isovalerate | 259 257681 459586.333 483325 0.85 4.04 1.75 8.31 1.86 8.81 224418 66281 210.86
Limonene 267 71700 167455 122488 0.23 1.49 0.60 3.83 0.43 2.73 261688 10730 156.23
Octanal 263 36279 70969 112835.333 0.21 1.17 0.37 2.08 0.56 3.18 214500 -8211.1 177.42
1-octen-3one | 266 105716 226398.667 [ 273061.667 0.32 1.60| 0.50 2.50| 0.57 2.85] 665492 -109215 201.88
3cis-hexen-1ol | 261 16303 34333 52980 0.16 0.85 0.20 1.09 0.25 1.34] 401874 -46052 183.38]
Ethyl octanoate | 262 245423 610490 1030860.33 0.53 2.46] 1.08 5.00| 1.71 7.92] 665492 -109215 216.19
Linalool 265 54857 123246.333 [ 204807.667 0.37 1.81 0.62 3.07 0.92 4.56 269924 -43862 201.89
Acido butirico | 269 52322 132592 224025.667 0.36 1.98| 0.80 4.43 1.79 9.93] 92280 58810 180.31
Furfuryl alcohol | 260 591 1761 1832.33333 0.16 0.86 0.16 0.88| 0.16 0.88 332058 -52667 187.30
Eugenol 264 28377 61451.3333 85911 0.21 1.12 0.26 1.39 0.30 1.60| 637934 -104770 187.14
Vainillina 282 16 12782.6667 | 7325.33333 -1.15 -5.80 -1.04 -5.27| -1.09 -5.50) 121552 139752 198.11

1.67 3.09 3.98
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