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RESUMEN. En el presente trabajo se ha estudiado el perfil de compuestos volatiles
responsables del flavor caracteristico del batido de chocolate Pascual, asi como las
variaciones de dicho perfil en funcién del tiempo de almacenamiento del producto
durante su vida comercial. Como punto de partida se realizé un estudio fundamental de
los compuestos volatiles que determinan el flavor caracteristico del producto. Se ha
realizado la puesta a punto de un novedoso sistema analitico de cromatografia de
gases-espectrometria de masas acoplado al andlisis del espacio de cabeza
(Headspace) y a un inyector PTV. El inyector PTV funcion6 a la vez como sistema de
trampa y purga. Esta configuracion permiti6 una elevada sensibilidad en la
cuantificacién de los compuestos volatiles (ppb), un alto grado de automatizacion y una
minima preparacion de la muestra alimentaria. La aplicacion del método de andlisis ha
permitido evaluar la calidad sensorial del batido de chocolate Pascual desde su
produccion hasta el final de su vida util. Los resultados demostraron que el perfil de
volétiles de dicho producto permanece practicamente inalterado durante su vida
comercial.

Palabras clave: Compuestos Volatiles, Flavor, Batido de Chocolate, Cromatografia de
Gases—Masas, HS-PTV-CG-EM, Vida Comercial.

1. INTRODUCCION

El flavor es un factor clave en la evaluacion sensorial del alimento. Los
compuestos volatiles contribuyen significativamente en el flavor de productos
alimentarios, incluso aunque suelen estar presentes en baja concentracion (ppb) [1].
Las tendencias actuales seleccionan a la cromatografia de gases como la técnica
analitica a utilizar en la identificacion y cuantificacion de estos compuestos volatiles. En
concreto, en este estudio se ha seleccionado la cromatografia de gases asociada a
espectrometria de masas (CG-EM). Es importante destacar que los productos
alimentarios son matrices complejas y en la mayoria de los casos, es necesario
someter a la muestra a una preparacion, es decir, a un pre-tratamiento de extraccion y
concentracion antes de su inyeccion en el cromatografo de gases [2, 3]. Las técnicas de
preparacion de la muestra incluyen numerosas variantes de extraccion (con disolventes
liquidos, con fluidos supercriticos, asistida por microondas, combinada con destilacion,
extraccion Soxhlet) o la técnica del andlisis del espacio de cabeza o headspace (HS)
estatico o dinamico [4, 5, 6]. Una desventaja de los métodos de extraccion es que
requieren grandes cantidades de muestra y de disolventes y normalmente necesitan un
paso de pre-concentracion previo, ocasionando en muchos casos, cambios cualitativos
y cuantitativos en la muestra, que deberan estar perfectamente corregidos en el método
analitico global [7]. El analisis del HS es una técnica sencilla que produce extractos
representativos del aroma original del alimento, minimiza la etapa de preparacion de la
muestra, no introduce disolvente en ningun punto del analisis (el pico del disolvente en
el cromatograma normalmente interfiere con los volatiles de interés) y la muestra en si
es gaseosa, por lo que también se minimiza el deterioro de la columna al no tener que
trabajar a su temperatura limite. Ademas, es posible realizar un enriqguecimiento de los
volatiles presentes en el espacio de cabeza mediante una trampa fria o un soporte
inerte, al pasar un flujo continuo de gas portador a través de dicha matriz, sobre todo a
bajas concentraciones [8]. Debido a ello, en este trabajo de investigacion se ha
seleccionado la técnica del analisis de la composicion del espacio de cabeza (HS)
acoplado a un inyector PTV que contiene una trampa (liner) rellena de material
adsorbente que resulta ser una novedosa configuracion. El enriquecimiento de los
compuestos volatiles presentes en el HS se ha realizado por tanto, mediante una
variante de la técnica de trampa y purga, en la que se produce la retencion de los
volatiles en una trampa adsorbente fria que permite el paso del gas portador
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purgandolo. Los volatiles retenidos son desorbidos posteriormente mediante el
calentamiento de la trampa e inyectados automaticamente en la columna del
cromatégrafo. El polimero adsorbente mas usado es Tenax (p-2, 6-difenileneoxido). Las
trampas de Tenax atrapan y desorben eficientemente compuestos no polares y no
retienen agua por su caracter hidrofébico. Como desventaja hay que relacionar la baja
retencién de compuestos de bajo peso molecular [1]. En la configuracion seleccionada
en este trabajo de investigacién, la trampa adsorbente de Tenax se encuentra dentro
del inyector es decir, que se ha usado un inyector PTV (Programmable Temperature
Vaporizing) con un liner (trampa) relleno con material adsorbente (Tenax). Esta
configuracion se considera un sistema pre-columna éptimo de enriquecimiento de
muestra, lo que permite mejorar el proceso analitico,

Los inyectores PTV se utilizan como inyectores para grandes volimenes de
muestra (hasta 3 ml) y su uso permite el andlisis de compuestos volatiles en alimentos
sin un paso intermedio de concentracion [7]. Un inyector PTV tiene las mismas
funciones béasicas que un inyector split/splitless excepto porque es posible programar su
temperatura desde -60° C (si se usa CO2 como refrigerante) o -160 °C (si se usa N2
liquido como refrigerante) hasta 450° C a velocidades de hasta 720 °C/ min [9]. El uso
de un inyector PTV que se encuentre frio al introducir la muestra y que permita el
posterior calentamiento para la evaporacion del disolvente y/o la desorcién de los
analitos, elimina los problemas relacionados con la evaporacién parcial de la muestra
gue presentan los inyectores calientes [2]. Ademas, la muestra no se lleva a un entorno
caliente oxidativo sino a un sistema frio, en esta situacion los compuestos volatiles no
son susceptibles de oxidacion como ocurre al utilizar un inyector caliente del tipo
split/splitless. El uso de un PTV otorga resultados més precisos y reproducibles que los
inyectores clasicos. En general, se puede considerar que el inyector PTV permite
concentrar los analitos presentes en la fase gaseosa del espacio de cabeza (HS)
gracias a un efecto criogénico, permitiendo inyectar grandes volimenes de muestra, de
esta manera es posible mejorar la sensibilidad del método, manteniendo la simple
instrumentacion de la técnica HS y se posibilita la automatizacion del analisis [10, 11].

Los compuestos volatiles de la leche y de otros derivados lacteos han sido
extensamente estudiados, particularmente los responsables de flavores indeseados
(off-flavors) ya que provocan el rechazo del consumidor. Los tratamientos térmicos
aplicados a la leche representan una de las causas mas frecuentes de aparicion de off-
flavors. El tratamiento térmico UHT (Ultra High Temperature) es el método de
esterilizacién mas empleado en la leche (T>130°C durante 1-10 s). El UHT destruye las
bacterias, otorgando al producto lacteo una vida media mas larga, pero causa también
cambios quimicos que se han asociado con la generacion de compuestos volatiles que
otorgan a la leche flavores indeseados, descritos con los atributos “sulfurous, stale y
cooked”, entre los que se pueden destacar. aldehidos, cetonas y compuestos
sulfurados. Tres de los odorantes activos mas potentes en leche UHT son 2-heptanona,
2-nonanona y nonanal, siendo los dos primeros los principales compuestos
contribuyentes al flavor de la leche UHT [12, 13]. En el estudio reciente de Naudé et al.
[13] se demostré ademas, que la combinacion de 2- heptanona y 2-nonanona produce
un efecto sinérgico otorgando un flavor &cido, similar al del queso feta o al del queso
azul. El flavor de los productos lacteos estd muy influenciado por la presencia de
compuestos volatiles sulfurados como el dimetildisultifo (DMDS), pero estos
compuestos son dificiles de detectar y analizar debido a su elevada volatilidad,
sensibilidad al calor, a la oxidacion y a la baja concentracion en la que se encuentran en
la mayoria de los casos. A pesar de su baja concentracion los compuestos sulfurados
contribuyen fuertemente al flavor de los productos lacteos [14].

El almacenamiento es otra de las causas comunes de desarrollo de off-flavors en
los productos lacteos debido a causas variadas como: crecimiento microbiano, accion
de enzimas (presentes en la leche de manera natural o enzimas bacterianas) o cambios
guimicos [1]. Generalmente se han estudiado los off-flavors que aparecen al final de la
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vida util del producto [6]. Valero et al. [15] monitorizaron los cambios en la composicion
de volatiles de la leche UHT entera y desnatada durante su almacenamiento a
temperatura ambiente durante 4 meses, observando que hasta el dia 90 no se
producian cambios significativos en el perfil aromatico del producto. Durante el cuarto
mes de almacenamiento se observd, principalmente, un aumento del nivel de metil-
cetonas, que result6 mas pronunciado en la leche entera. Este aumento en la
concentracion de metil-cetonas se correlaciond con puntuaciones mas bajas en el
analisis sensorial de la leche almacenada en comparacion con la leche fresca.

La leche con chocolate es un derivado lacteo y representa uno de los productos
con sabor a chocolate mas demandado por los consumidores. A pesar de ello, existen
pocos trabajos de investigacion que se centren en el estudio del perfil volatil de este
producto. Schnermann y Schieberle [16] lograron determinar mediante la técnica AEDA
(Aroma Extract Dilution Analysis) hasta 51 compuestos volétiles en la leche con
chocolate, describiendo el 3-metilbutanal como uno de los odorantes mas potentes de
este producto. Existen numerosos estudios sobre los compuestos volatiles que
contribuyen al flavor caracteristico del chocolate y el cacao. En general, los aldehidos
fenilacetaldehido y 3-metilbutanal se han descrito como odorantes importantes en el
chocolate y se ha demostrado que la combinacion de 3-metilbutanal y DMDS (o
compuestos sulfurados en general) produce sabor a chocolate [17]. Counet et al. [18]
demostraron mediante la técnica AEDA que los aldehidos 2-metilpropanal, 2-
metilbutanal y 3-metilbutanal otorgan un fuerte flavor a chocolate, mientras que
pirazinas como la trimetilprirazina entre otras, otorgan flavores a cacao/praliné con
notas de avellana/café en el chocolate negro. En el estudio reciente de Serra-Bonvehi
[19] se concluy6 que el benzaldehido, el fenilacetaldehido y la acetofenona entre otros,
son componentes odorantes mayoritarios en el cacao en polvo. En el Unico estudio
existente hasta la fecha a cerca de los cambios en la compaosicion volatil de la leche con
chocolate durante su almacenamiento se determind que el producto fresco contenia
elevadas cantidades de compuestos furfulicos mientras que la leche con chocolate
almacenada contenia dos 3,5-octadien-2-onas y algunas lactonas [20]. Al contrario que
otros flavores naturales como la vainilla (vainillina) o la almendra (benzaldehido), el
flavor del chocolate y del cacao reside en su fraccion volatil, compuesta por una mezcla
compleja de mas de 500 compuestos. Por lo tanto, el andlisis de la fraccion volatil de
productos que contienen cacao es esencial para el estudio de su perfil aromético [21].

El batido de chocolate Pascual es un derivado lacteo muy popular. Para su
fabricacion se produce primeramente el batido de silo que contiene todos los
ingredientes (leche semidesnatada Pascual, azUcar, cacao desgrasado y aroma). Este
batido de silo es posteriormente sometido a un tratamiento térmico UHT obteniéndose
el producto final. Gracias al tratamiento UHT se consigue prolongar la vida util del
producto, que se establece en 6 meses tras la fecha de envasado. Los tratamientos
térmicos a menudo otorgan off-flavors a los productos lacteos. El batido de chocolate es
un producto con un flavor caracteristico influenciado por el tratamiento térmico al que es
sometido, y que puede verse modificado durante el almacenamiento en el tiempo de
vida util. Mediante esta investigacion se ha pretendido estudiar el perfil caracteristico de
compuestos volatiles que determinan el flavor del batido de chocolate Pascual, asi
como los posibles cambios en dicho perfil durante su almacenamiento a lo largo de su
vida atil que pueda alterar la calidad sensorial del producto. Para ello se ha utilizado la
técnica HS como medio de extraccion de volatiles mediante un HS sampler automatico
que, acoplado a un inyector PTV equipado con un liner empaquetado con Tenax, y
seguido de una cromatografia de gases capilar acoplada a espectrometria de masas
(HS-PTV-CG-EM), permiti6 mantener la simple instrumentacion del HS y la
automatizacion de los analisis, junto con una elevada sensibilidad y reproducibilidad.
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| 2. OBJETIVOS

El objetivo general del presente trabajo de investigacion es la evaluacion de los
compuestos volétiles en el batido de chocolate de Pascual a lo largo de su vida
comercial. La finalidad de este estudio es la verificacion de la calidad sensorial del
batido de chocolate durante su vida utii mediante una metodologia sencilla y que
permita un elevado grado de automatizacion.

El desarrollo de este objetivo general se realizé tratando de cubrir los objetivos
parciales que se resumen a continuacion:

e Estudio de los compuestos volatiles caracteristicos del batido de chocolate y
determinacion de los compuestos Utiles para la valoracion de la calidad
sensorial.

e Optimizacion del método de andlisis Headspace-PTV-Cromatografia de Gases-
Espectrometria de Masas.

» Estudio de la evolucion del perfil de volatiles en el batido de chocolate Pascual a
lo largo de su vida util.

3. MATERIALES Y METODOS

3.1. REACTIVOS

Los compuestos volatiles de referencia: acetofenona, benzaldehido, DMDS,
fenilacetaldehido, 2-heptanona, hexanal, 2-metilbutanal, 3-metilbutanal, 2-metil-3-
heptanona (PI: patron interno), 2-metilpropanal, 2-nonanona, y trimetilpirazina, con una
pureza mayor o igual al 90%, fueron suministrados por Sigma-Aldrich (Sleinheim,
Alemania).

3.2. PREPARACION DE LAS SOLUCIONES ESTANDAR

Para optimizar los pardmetros cromatograficos se prepararon soluciones estandar
de los 11 compuestos en leche semidesnatada de silo (no sometida a UHT), y que
fueron empleadas para obtener las curvas de calibrado asi como los limites de
cuantificacion del método (ppb). Las curvas de calibrado se obtuvieron mediante la
técnica de la adicion de estdndares aplicando un andlisis de regresion lineal sobre el
ratio de concentracion (concentracion del compuesto/concentracion del patrén interno) y
el ratio de area de pico (area del compuesto/ area del patrén interno). Dichas curvas de
calibrado fueron usadas para calcular la concentracion de los analitos en las muestras
de batido de silo y batido de chocolate.

3.3. PREPARACION DE LAS MUESTRAS

La leche semidesnatada de silo (1,6% materia grasa), el batido de silo y el batido
de chocolate UHT (leche semidesnatada, azUcar; cacao desgrasado al 1.4%;
estabilizadores: E-339, E-466; espesante: E-407; emulgente: E-471 y aroma) fueron
obtenidos de la planta del Grupo Leche Pascual de Aranda de Duero (Burgos, Espafia).
Las muestras de batido UHT fueron almacenadas a temperatura ambiente tomando
muestras y congelandolas a tiempo 0 (mismo dia de produccion), 1, 2, 3y 6 meses tras
la fecha de produccion. Para la cuantificacion se afiadieron 100 pg/L de patrén interno a
cada muestra. Se analizaron tres réplicas de cada muestra mediante el método que se
describe a continuacion.

3.4. METODO ANALITICO: HEADSPACE-PTV (PROGRAMMED TE MPERATURE
VAPORIZATION)-CROMATROGRAFIA DE GASES-ESPECTROMETRI A DE MASAS

El equipo analitico utilizado es un cromatégrafo de gases acoplado a un HS-
dindmico, con un inyector PTV y con un detector de espectrometria de masas (HS-PTV-
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CG-EM). Un esquema del dispositivo experimental se muestra en la Figura 1. Este
disefio permitié un elevado grado de automatizacion.

Helio 02

Figura. 1. Esquema del aparato usado para los andlisis (adaptado de Pérez-Pavén
et al. [22])

3.4.1. Headspace

Para cada muestra se introdujeron 5 mL de la misma en un vial de 10 mL que se
sell6 con una tapa equipada con un septum de silicona. Las muestras se introdujeron
en el Network Headspace Sampler G1888 (Agilent Technologies). Este aparato esta
equipado con una bandeja para 70 viales de muestra consecutivos y un horno con
posiciones para 12 viales. La temperatura del horno para el equilibrado de las muestras
se program0O a 90° C durante 15 minutos. Las muestras fueron agitadas durante el
tiempo de equilibrado. Tras el equilibrado el vial fue purgado con helio hacia el loop de
niquel de 3 mL, que se mantuvo a 100° C. La linea de transferencia que transporto6 la
muestra hacia el inyector PTV se mantuvo a 125° C.

3.4.2. PTV

Para todos los experimentos se us6 un inyector PTV (HT PTV Inlet G3506A,
Agilent Technologies) equipado con un liner empaquetado con Tenax-TA. En todos los
casos el PTV funcioné en el modo de inyeccion solvent vent. La refrigeracién del PTV
se llevo a cabo mediante CO,. La temperatura inicial del PTV fue de 20° C. El flujo de
venteo se ajustd a 50 ml/min y la presion de venteo a 6.7 psi. Tras 1.5 minutos, la
valvula de split se cerr6 y el liner se calenté rapidamente a una velocidad de 300°
C/minuto hasta 250 °C. Los analitos fueron entonces transferidos a la columna. La
valvula de split se abrié de nuevo al minuto 4 y se mantuvo el liner a 250 °C durante 10
minutos.

3.4.3. Cromatografia de gases

Para llevar a cabo la cromatografia de gases se usé el equipo 7890A GC de
Agilent Technologies equipado con una columna capilar HP-5 (30m x 0.25mm x 0.25
um). La temperatura del horno se programé de la siguiente forma: una temperatura
inicial de 35° C durante 5 minutos tras lo cual se incrementé a 10° C/ min hasta alcanzar
los 230° C y después a 30° C/ min hasta una temperatura final de 250° C, temperatura a
la cual se mantuvo durante 5 minutos mas. El tiempo total de cromatograma fue de
30.16 min. Las condiciones experimentales se esquematizan en la Figura 2 .
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Figura. 2. Esquema del proceso de inyeccion en modo solvent-vent y cromatografia
de gases (adaptado de Pérez-Pavon et al. [23]).

3.4.4. Espectrometria de masas

Como detector se us6 un espectometro de masas de cuadrupolo (5975C, Agilent
Technologies). Este dispositivo funcion6 en modo impacto de iones con un voltaje de
ionizaciéon de 70 eV. La temperatura de la fuente de iones fue de 230° C y la del
cuadrupolo de 150° C. El rango m/z escaneado fue 40-300 amu. La identificacion de los
diferentes compuestos se realiz6 mediante comparacion de los tiempos de retencion
con los de los estandares inyectados bajo las mismas condiciones asi como de los
espectros obtenidos experimentalmente con aquellos de la base de datos NIST 05
(NIST/EPA/NIH Mass Spectral Library, version 2.0).

‘ 4, RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. OPTIMIZACION DEL METODO ANALITICO HS-PTV-CG-EM

4.1.1. Discusion sobre el método analitico

La secuencia de pasos que implicé la inyeccion de la muestra se esquematiza en
la Figura 2. Inicialmente, la muestra fue transportada desde el headspace del vial a
través de la linea de transferencia y posteriormente inyectada en el liner del PTV
refrigerado. La valvula de split se abre permitiendo la eliminacién del solvente mientras
qgue los analitos quedan atrapados en el material adsorbente que rellena el liner. De
esta manera, incluso trabajando con compuestos de bajo punto de ebullicién, como es
el caso de los volatiles, éstos pueden ser retenidos mediante el uso de liners
empaqguetados con un material adsorbente adecuado como el Tenax TA [22]. En el
siguiente paso la valvula se cierra y el inyector PTV se calienta rapidamente
(300°C/min) hasta alcanzar una temperatura de 250°C, con este paso se consigue la
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desorcion de los analitos que son transferidos rdpidamente a la columna
cromatografica. Finalmente la valvula split se abre de nuevo y pasa una corriente de
helio a través del liner, limpidndolo y dejandolo preparado para la siguiente inyeccion.
Mientras, la separacion cromatogréfica se estd produciendo en la columna mediante el
programa de temperatura descrito en la Figura 2. La inyeccién en modo solvent-vent
otorga ventajas con respecto a la inyeccion de tipo splitless produciendo una mejora en
la forma de los picos obtenidos, que son mucho mas afilados. La inyeccion splitless de
un elevado volumen de headspace es demasiado lenta como para dar picos afilados.
Por el contrario, cuando se trabaja en modo solvent-vent existe una concentracion
previa a baja temperatura de los analitos en el liner y la transferencia a la columna es
mucho mas rapida. Se ha demostrado que la mejora en la forma de los picos asi como
en la respuesta (mayor area de pico) de las medidas realizadas mediante inyeccion en
modo solvent-vent en comparacion con el modo splitless, resultan en ratios sefial/ruido
mayores y por lo tanto limites de deteccion mas bajos [23]. Por tanto, la principal
ventaja de esta metodologia es el uso del inyector PTV. La inyeccién en modo solvent-
vent acoplada al uso de la técnica del headspace para la extraccion de la muestra
otorga resultados satisfactorios y minimiza el efecto de la matriz en la que se
encuentran los volatiles. Una ventaja importante de la metodologia usada es que la
muestra no requiere tratamiento previo, minimizando la aparicibn de artefactos
analiticos y errores asociados con los pasos previos [10]. Este tipo de configuracion
automatizada en la que la fijacién en frio de los volétiles se acopla a la extraccion de la
muestra mediante headspace ha sido usada en contadas ocasiones existiendo en la
bibliografia s6lo unos pocos articulos en los que se describe su uso [10, 11, 22, 23, 24].

4.1.2. Seleccién de los compuestos volatiles que de  terminan la calidad sensorial
del batido de chocolate
La seleccion de los volatiles de interés se realiz6 en base a la revision de la
bibliografia consultada sobre off-flavors (flavores indeseados) en productos lacteos y
volatiles responsables del flavor a chocolate descrita en la introduccién. Los
compuestos seleccionados para su cuantificacion se relacionan en la Tabla 1.

Tabla 1. Compuestos de interés a estudiar en el batido de chocolate.

Compuesto Caracteristicas organolépticas que otorga al batido Referencias
2-Metilpropanal Fuerte sabor a chocolate, compuesto volatil importante en  [17, 19]

el flavor del chocolate negro junto con 2-metilbutanal y 3-

metilbutanal.
3-Metilbutanal Fuerte sabor a chocolate, compuesto volatil importante en  [16, 17, 19]

el flavor del chocolate negro junto con 2-metilbutanal y 2-
metilpropanal, presentando la mayor actividad odorante
de entre los tres aldehidos.
2-Metilbutanal Fuerte sabor a chocolate, compuesto volatil importante en  [17, 19]
el flavor del chocolate negro junto con 2-metilpropanal y
3-metilbutanal.
DMDS Otorga el atributo de sabor sulfuroso y tiene gran [16, 17, 19,
actividad odorante. La combinacién de 3-metilbutanal y 20]
DMDS otorga sabor a cacao/chocolate.
Hexanal Otorga aroma a hierba cortada. Es uno de los aldehidos [25]
mas importantes causantes de off-flavors en la leche
UHT. Y en la leche de soja UHT.
2-Heptanona Otorga atributos sensoriales como: jabonoso, afrutado o [13]
floral. Es uno de los principales causantes del off-flavor
cooked tipico de la leche UHT junto con 2-nonanona y
DMDS.
Benzaldehido Otorga el atributo sensorial: almendra amarga. Es unode  [16, 17, 19,
los componentes mayoritarios en el aroma del cacao junto 20
. : ]
con el fenilacetaldehido y la acetofenona.

7
Volatiles en Batido de Chocolate



Tabla 1 (Continuacion). Compuestos de interés a estudiar en el batido de chocolate.

Compuesto Caracteristicas organolépticas que otorga al batido Referencias
Trimetilpirazina Otorga notas de flavor a cacao/praliné. También se ha [16, 17, 19,
descrito como participante en el aroma de avellana 20]
tostada.

Fenilacetaldehido = Otorga atributos sensoriales como: avellana, dulce o miel.  [16, 17, 19,
Es uno de los componentes mayoritarios en el aroma del 20]
cacao junto con el benzaldehido y la acetofenona.
Acetofenona Otorga atributos sensoriales como: floral, almendra o [16, 17, 19,
dulce. Es uno de los componentes mayoritarios en el

aroma del cacao junto con el benzaldehido y la 20]
acetofenona.
2-Nonanona Otorga atributos sensoriales como: afrutado o dulce. Es [13]
uno de los principales causantes del off-flavor cooked
tipico de la leche UHT junto con 2-heptanona y DMDS.
2-Heptanona + Se ha demostrado que la combinacion de estas dos [13]

2-Nonanona cetonas tipicas de la leche UHT tiene un efecto sinérgico
otorgando al producto atributos sensoriales como: acido,
gueso azul o queso feta.

4.1.3. Seleccion de los parametros de analisis

Con los compuestos volatiles previamente seleccionados en el apartado 4.1.1. se
estudio el proceso de optimizacion (parametros de andlisis) del método analitico. Los
parametros estudiados fueron: volumen de muestra, programa de temperatura del HS
(tiempo de equilibrado del vial y temperatura del horno, del loop y de la linea de
transferencia), flujo de venteo en el PTV (modo solvent-vent) y temperatura del PTV
durante el venteo. A modo de ejemplo se muestran en la Figura 3 los cromatogramas
obtenidos para la optimizacion de los pardmetros del PTV: flujo de venteo y temperatura
del liner (trampa de Tenax) durante el venteo en el PTV. Para la eleccién de los
parametros se tuvo en cuenta el valor del Factor de Respuesta = Area compuesto/Area
Patrén Interno. En las Tablas 2a (HS) y 2b (PTV) se muestran los resultados de los
experimentos realizados durante el proceso de seleccidon de los pardmetros de analisis.
Se seleccionaron aquellos parametros para los que se obtuvo un valor mayor para el
Factor de Respuesta para un mayor nimero de compuestos en cada caso.

Tabla 2a. Resultados de los parametros de andlisis del HS-dindmico en el proceso de seleccion.
(Factor de Respuesta =Area compuesto/Area Patrén Interno)

Volumen de muestra Programa de Temperatura
T1° T1° T2? T2?
Compuesto 25ml 5ml 75m 10 ml 15min 30 min 15 min 30 min

2-Metilpropanal 0,409 0,232 0454 0,391 0,409 0,273 0,127 0,086
2-MB + 3-MB? 1,816 1,994 2,344 2,204 1,816 1,706 0,516 0,327

DMDS 2,220 1927 2,332 2,372 2,220 1,891 3,767 3,799
Hexanal 0,172 0,300 0,111 0,078 0,172 0,269 0,027 0,042
2-Heptanona 1,747 1,786 1,729 1,718 1,747 1,765 1,794 1,815
Benzaldehido 0,118 0,164 0,089 0,071 0,118 0,135 0,004 0,003

Trimetilpirazina 0,129 0,132 0,123 0,119 0,229 0,139 0,051 0,055
Fenilacetaldehido 0,089 0,109 0,073 0,064 0,089 0,080 0,002 0,006
Acetofenona 0,260 0,286 0,249 0,255 0,259 0,262 0,187 0,193
2-Nonanona 0,897 0982 0,855 0,857 0,897 0,892 0,652 0,648

2 2MB + 3MB: Mezcla (1:1) de los compuestos 2-Metilbutanal y 3-Metilbutanal. ° T1: Horno=90
°C, loop= 100 °C, Linea de transferencia= 125 °C. ° T2: Horno=60 °C, loop= 80 °C, Linea de
transferencia= 100 °C.
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Tabla 2b. Resultados de los parametros de analisis del PTV en el proceso de seleccion.
(Factor de Respuesta =Area compuesto/Area Patrén Interno)
Temperatura del liner

(trampa de Tenax) Flujo de venteo
Compuesto 10 °C 20°C 30 ml/min 50 ml/min 80 ml/min
2-Metilpropanal 0,162 0,409 0,662 0,205 0,272
2-MB + 3-MB? 0,212 1,816 2,409 2,628 1,595
DMDS 1,852 2,220 2,017 1,977 2,147
Hexanal 0,068 0,172 0,099 0,382 0,158
2-Heptanona 1,741 1,747 1,537 1,751 1,762
Benzaldehido 0,020 0,118 0,087 0,156 0,097
Trimetilpirazina 0,124 0,129 0,162 0,146 0,129
Fenilacetaldehido 0,022 0,089 0,094 0,108 0,089
Acetofenona 0,265 0,259 0,297 0,278 0,268
2-Nonanona 0,885 0,897 0,883 0,925 0,897

42MB + 3MB: Mezcla (1:1) de los compuestos 2-Metilbutanal y 3-Metilbutanal.
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Figura 3. Cromatogramas de optimizacion de los parametros de andlisis del PTV: (a) flujo de
venteo (Rojo: 30 ml/min; Azul: 50 ml/min; Negro: 80 ml/min); (b) temperatura del liner
durante el venteo (Negro: 10 °C; Rojo: 20 °C).
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Un analisis critico de los resultados demostré que las condiciones 6ptimas, y por
tanto las fijadas para el método analitico, eran:
- Volumen de muestra: 5 ml.
- Programa de temperatura del HS-dinamico: horno= 90 °C, loop de 3ml=
100 °C, linea de transferencia= 125 °C.
- Tiempo de equilibrado del vial: 15 min.
- Flujo de venteo hacia el PTV en modo solvent-vent: 50 ml/min.
- Temperatura del liner (PTV) durante el venteo: 20 °C.

4.1.4. Curvas de calibrado

Para el calculo de la concentracion de cada analito presente en las muestras se
usé la técnica de la adicién de estandares. Se realizaron curvas de calibrado para los
10 compuestos volatiles seleccionados anteriormente (Tabla 1) y caracteristicos del
batido de chocolate Pascual. Los resultados de calibrado se muestran en la Tabla 3
junto con su coeficiente de regresion lineal y el limite de cuantificacion calculado como
la concentracion que para la que la relacion sefal-ruido tiene un valor de 10. La
determinacion se realiz6 por triplicado. Como patron interno se us6 en todos los casos
2-metil-3-heptanona.

Tabla 3. Calibrado para los compuestos volatiles caracteristicos del batido de chocolate
realizadas mediante la adicion de estandares en leche semidesnatada de silo.

Limite de
Ecuacion de cuantificacion

Compuesto regresion ° R® (Hg/1=ppb)
2-Metilpropanal y=0,159x 0,985 59,70
DMDS y=1,125x 0,999 4,34
Hexanal y=0,808x 0,997 1,37
2-Heptanona y=0,826x 0,999 0,32
Benzaldehido y= 0,050x 0,995 5,31
Trimetilpirazina y= 0,056x 0,988 61,73
Fenilacetaldehido y=0,027x 0,996 23,32
Acetofenona y=0,144x 0,997 6,00
2-Nonanona y=0,494x 0,999 1,17

%y: Area compuesto/Area patron interno; x: Concentracion compuesto/ Concentracion patron
interno. "R: coeficiente de regresion lineal.

Fue imposible obtener curvas de calibrado independientes para los compuestos
2-Metilbutanal y 3-Metilbutanal debido a que no se consiguié la separacion de ambos
compuestos, bajo las condiciones experimentales descritas. Es fundamental seguir la
evolucién temporal de ambos compuestos debido a que son responsables directos del
aroma a chocolate. Finalmente se decidid realizar un calibrado conjunto de estos
compuestos volatiles. La curva de calibrado para las mezclas binarias (1:1) de 2-
Metilbutanal y 3-Metilbutanal fue: y= 0,488x (y = Area compuesto/Area patrén interno; x
= Concentracion compuesto/ Concentracion patrén interno), con un coeficiente de
regresion lineal de 0.992.

4.2. CUANTIFICACION DE COMPUESTOS VOLATILES EN MUES TRAS DE BATIDO
DE CHOCOLATE

El método HS-PTV-CG-EM previamente desarrollado permitié la cuantificacién de
los principales compuestos volatiles presentes en las muestras de batido de chocolate.
En la Figura 4 y en la Tabla 4 se muestra el cromatograma tipico del batido de
chocolate Pascua y la relacibn de los compuestos volatiles estudiados. Estos
compuestos volatiles (Tabla 4) se dividen en dos grupos diferenciados: los
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responsables del aroma y flavor caracteristico de cacao/chocolate y los volatiles
responsables de off-flavors derivados del tratamiento térmico UHT. Los primeros
constituyen el grupo de los volatiles “deseados”, lo que interesa es que su
concentracion no sufra variaciones a lo largo de la vida util del batido de chocolate, para
que el flavor caracteristico del mismo no se altere. Una clasificacibn mas detallada de
estos indica que 2-metilpropanal, 2-metilbutanal, 3-metilbutanal y DMDS son
compuestos odorantes clave del flavor a chocolate y acetofenona, benzaldehido,
fenilacetaldehido, trimetilpirazina son a cacao [16, 19, 20]. Por otra parte, el segundo
grupo lo constituirian los volatiles “indeseados” que deben mantenerse a niveles bajos
para minimizar la aparicion de off-flavors durante la vida util del producto (sombreados
en gris en la Tabla 4). DMDS, 2-heptanona, 2-nonanona y hexanal han sido
extensamente reconocidos como los volatiles mas importantes causantes de off-flavors
en la leche UHT [12, 13, 14, 26].
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Figura 4. Cromatograma tipico del batido de chocolate Pascual obtenido mediante el método

HS-PTV-CG EM.

Tabla 4. Compuestos volatiles analizados en el batido de chocolate Pascual.
Compue sto Pe (°C) Tr (min)  Match Atributo sensorial (flavor)
2-Metilpropanal 63 4.66 946 Chocolate
3-Metilbutanal 91 5.77 955 Chocolate
2-Metilbutanal 91 5.77 948 Chocolate
DMDS 110 7.04 970 Sulfuroso
Hexanal 130 8.04 930 Hierba
2-Heptanona 151 9.75 943 Jabonoso, afrutado, floral
2-Metil-3-heptanona 10.59 Patrén interno
Benzaldehido 179 11.03 978 Almendra amarga
Trimetilpirazina 171 11.76 945 Cacao, avellana tostada
Fenilacetaldehido 195 12.47 969 Dulce, miel, avellana
Acetofenona 202 12.85 965 Floral, almendra, dulce
2-Nonanona 80 13.23 954 Afrutado, dulce

Pe: punto de ebullicién; Tr: tiempo de retencién; Match: segun la base de datos NIST 05
(NIST/EPA/NIH Mass Spectral Library, versién 2.0)
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En la Figura 5 se muestran los cromatogramas obtenidos en el andlisis de batido
de chocolate Pascual en el silo, recién producido y a los 6 meses. Los resultados
experimentales de la evolucion temporal (desde el silo hasta los 6 meses) del perfil de
volatiles en el batido de chocolate se muestran en la Tabla 5 (valores medios de
concentracion) y en la Figura 6.
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Tabla 5. Concentracion (ug/l=ppb) de compuestos volatiles de interés en batido de chocolate
Pascual a lo largo de su vida comercial.

MUESTRA

COMPUESTO Silo t=0° t=1 mes t=2meses t=3meses (=6 meses
2-Metilpropanal 283+ 12 358+ 36 296+ 45 245+ 24 219+ 42 261+ 19
2-MB+3-MB? 996 +96 1834+34 1172+ 75 854+ 213 906+ 146 1116 + 123
DMDS <LC* 4,2+ 0,6 4,5+ 0,9 48+1,2 4,5+ 0,3 7,9+ 0,6
Hexanal 12,1+ 0,7 14,1+0,9 11+1 9+1 12,35+ 0,3 8,2+ 0,5
2-Heptanona 4,1+0,2 405+0,3 34,1+04 35,9+ 0,6 395+1,2 50,43+0,3
Benzaldehido 282+ 7 391+ 14 3077 296+ 16 281+ 14 307+ 12
Trimetilpirazina 197+ 14 119+ 16 95+ 7 104+ 17 114+ 7 135+ 8

Fenilacetaldehido 463 + 25 405+ 9 289+ 6 318+ 25 319+ 27 349+ 12
Acetofenona 7+3 <LC® 6,4+ 0,7 6,3+ 0,7 8+4 7+ 2

2-Nonanona <LC® 19,5+0,2 16,6x0,6 18+1 20+ 2 22,7+0,3

2 2MB + 3MB = Mezcla (1:1) de los compuestos 2-Metilbutanal y 3-Metilbutanal. ° t=0: Valores de
concentracion para batido de chocolate el mismo dia de su produccién. < LC: Por debajo de los
limites de cuantificacion del método.

Los resultados muestran que los aldehidos fueron los compuestos volatiles que
presentaron concentraciones mas elevadas en el batido de chocolate Pascual. Los
aldehidos de Strecker (2-metilpropanal, 3-metilbutanal, 2-metilbutanal y
fenilacetaldehido) presentes en este batido son compuestos odorantes clave en el
flavor del chocolate [19]. Estos aldehidos de Strecker se forman por degradacion de
aminoacidos (valina, leucina, isoleucina y fenilalanina respectivamente) durante las
reacciones de Maillard que se producen en el procesado del cacao [19, 27]. Por otra
parte, fenilacetaldehido y benzaldehido se han determinado como dos de los
componentes volatiles mayoritarios en el cacao en polvo [20], que es uno de los
ingredientes principales de la leche con chocolate Pascual. Ademas, estos dos ultimos
aldehidos se han descrito como otorgantes de atributos de flavor como “almendra
amarga”, “avellana” [16, 17], “dulce” o “miel” [19, 20] y su presencia en el batido de
chocolate Pascual contribuye al flavor caracteristico a cacao con avellanas/almendras
de este producto. La acetofenona ha sido determinada como componente odorante
clave en el cacao en polvo otorgando atributos como “floral”, “almendra” y “dulce” [20].
Este compuesto se encontrd en bajas concentraciones en el batido de chocolate, aun
asi es importante su contribucién al flavor del producto debido a su elevada actividad
odorante. Este grupo de compuestos son parte de los responsables del sabor y aroma
de este producto contribuyendo a su elevada calidad sensorial y a la elevada
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aceptaciéon de la que goza el batido de chocolate Pascual por parte de los
consumidores.

La trimetilpirazina (compuesto heterociclico nitrogenado) se ha descrito como uno
de los compuestos volatiles con mayor actividad odorante en el cacao y otorga un flavor
tipico a cacao/praliné, mas suave que el del chocolate negro [19, 20]. Este compuesto
al igual que los aldehidos, se forma durante las reacciones de Maillard que ocurren en
el procesado del cacao [27]. En el batido de chocolate Pascual, las notas de flavor
cacao-praliné de la trimetilpirazina suavizan los atributos otorgados por los volatiles
tipicos del flavor a chocolate negro del grupo anteriormente descrito contribuyendo
también a su calidad sensorial.

2-Heptanona y 2-nonanona (off-flavors) son responsables del flavor caracteristico
de la leche UHT. Se ha demostrado que el aumento en metil-cetonas producido por el
tratamiento térmico es proporcional a la severidad del mismo [28]. Estos compuestos se
forman por B-oxidacién de &cidos grasos saturados seguida por una descarboxilacion
[26] o por descarboxilacién de B-cetoacidos presentes naturalmente en la grasa de la
leche [12]. En este estudio la 2-nonanona permanecio a concentraciones por debajo de
los limites de cuantificacion en el silo y la 2-heptanona se detectd en concentracién muy
baja, viendose aumentada considerablemente la concentracion de ambas cetonas tras
el tratamiento UHT. Sus concentraciones en el batido de chocolate UHT son acordes
con las descritas previamente en la bibliografia para leche UHT [12, 13]. Por otra parte,
acetona y 2-butanona estan presentes en la leche cruda y por tanto también en el
batido de chocolate. Ambos compuestos fueron detectados en el cromatograma
(Figura 4), con tiempos de retencion de 4 y 5 minutos respectivamente. Ambos
compuestos carecen de interés en este estudio y consecuentemente no fueron
cuantificados.

Con respecto al DMDS, este compuesto no fue detectado en el silo, detectdndose
sélo tras el tratamiento térmico UHT. Los tratamientos térmicos fuertes, como el UHT
producen la aparicion de compuestos sulfurados que se han asociado a off-flavors
descritos generalmente con el atributo sensorial “cooked” [14]. Estos compuestos
sulfurados se producen por la liberacidon de los mismos a partir de los grupos sulfidrilo
expuestos de las proteinas lacteas, principalmente la B-lactoglobulina [12, 26]. Sin
embargo, el DMDS también ha sido descrito como uno més de los contribuyentes del
flavor tipico del chocolate y el cacao [19, 20]. Van Praag et al. [17] demostraron ya en
1968 que la combinacion de 3-metilbutanal y DMDS, que habian sido extraidos de
bayas de cacao, presentaba un olor tipico a chocolate. Los valores de concentracion
obtenidos para el DMDS tras el proceso térmico son similares a los reportados en la
bibliografia para leche UHT [13, 15]. Este resultado es justificable ya que existe en muy
baja concentracién en el cacao, ingrediente esencial del batido de chocolate. Parece
ser que la contribucién principal de la presencia de DMDS en el batido de chocolate se
debe a su formacién en el tratamiento UHT, ya que aunque existe DMDS en el silo su
concentracion esta por debajo de los limites de cuantificacién del método.

El hexanal es un aldehido presente tipicamente en la leche cruda, que aumenta
Su concentracion tras el tratamiento térmico causando off-flavors. Se forma debido a
gue el calor promueve las reacciones de autooxidacion de los acidos grasos
insaturados [28]. La concentracion en hexanal para el batido UHT coincide con los
valores reportados por Vazquez-Landaverde et al. [12] para leche entera UHT.

En la Figura 6 (a) se representa la evolucién temporal de los compuestos
volétiles responsables de flavores indeseados. Estos resultados muestran que dichos
compuestos se originan o aumentan considerablemente su concentracién con el
tratamiento térmico, permaneciendo su concentracion media practicamente constante
hasta los tres meses de almacenamiento. Se observdé un aumento considerable de
estos compuestos a los 6 meses, efecto indeseable desde el punto de vista sensorial,
pero que coincide con el final de la vida comercial del producto. Los compuestos
volétiles que causan flavores deseados en el batido de chocolate también experimentan
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un aumento en su concentracion tras el tratamiento térmico, excepto trimetilpirazina,
acetofenona y fenilacetaldehido, como se observa en la Figura 6 (b) . Es importante
destacar, desde el punto de vista de la calidad sensorial, que sus concentraciones
permanecen practicamente constantes hasta el final de la vida comercial del producto.
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Figura 6. Evolucién de la concentracién de los compuestos volatiles del batido de chocolate
Pascual durante su vida comercial. (a) Compuestos volatiles causantes de off-
flavors; (b) Compuestos volatiles causantes de flavores deseados.
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4.3 ANALISIS ESTADISTICO DE RESULTADOS

Es necesario un andlisis estadistico ANOVA que complemente el estudio de los
resultados experimentales, mostrados en el apartado 4.2 (valores medios Yy
desviaciones estandar), y que proporcione la informacion necesaria para la
interpretacion de los mismos.

La estimacion de las posibles analogias o diferencias significativas en la
concentraciéon para cada compuesto volatil a lo largo del tiempo se realiz6 aplicando un
andlisis estadistico de la varianza ANOVA con el programa estadistico
STATGRAPHICS Plus 4.0. Se aplic6 ANOVA de una via en la que la variable
dependiente fue la concentracidn y el factor el tiempo. El intervalo de confianza utilizado
en el andlisis fue del 95%. Los resultados obtenidos se presentan en las Tablas 6y 7.

Tabla 6. Resultados del analisis estadistico de la varianza ANOVA para la evolucién de la
concentracion de los compuestos responsables de flavores deseados en el batido de
chocolate. DS: Diferencias significativas encontradas con respecto al tiempo anterior.

. a t1 t2 t3 t6
Compuesto Silo ©0 (1mes) (2 meses) (3 meses) (6 meses)
2-Metilpropanal DS: . D.S: . D.S: t3=t2 t6=t3=t2
aumenta  disminuye disminuye
2-MB+3-MB" DS: _Dbs: _bs: t3=t2 DS:
aumenta  disminuye disminuye aumenta
Benzaldehido DS: . D.S: t2=tl t3=t2=t1 DS:
aumenta  disminuye aumenta
Trimetilpirazina t0=t1 g DS: t2=t1 t3=t2=t1  t6=t3=t2=tl
isminuye
Fenilacetaldehido . D.S: . D.S: t2=tl t3=t2=t1  t6=t3=t2=t1
disminuye  disminuye
Acetofenona DS: DS: t2=t1 t3=t2=tl  t6=t3=t2=t1

disminuye aumenta
%t0: Batido recién producido. > 2MB + 3MB: Mezcla (1:1) de los compuestos 2-Metilbutanal y 3-
Metilbutanal.

Tabla 7. Resultados del analisis estadistico de la varianza ANOVA para la evolucion de la
concentraciéon de los compuestos responsables de off-flavors en el batido de chocolate.
DS: Diferencias significativas encontradas con respecto al tiempo anterior.

. a t1 t2 t3 t6
Compuesto Silo ©0 (1mes) (2 meses) (3 meses) (6 meses)
DMDS DS: t1=t0 2=t1=t0  t3=t2=t1=t0 DS:
aumenta aumenta
DS: DS: DS: DS: DS:
Hexanal e e e
aumenta  disminuye disminuye aumenta  disminuye
2-Heptanona DS: . D.S: t2=tl DS: DS:
aumenta  disminuye aumenta aumenta
2-Nonanona DS: . D.S: t2=tl DS: DS:
aumenta  disminuye aumenta aumenta

210: Batido recién producido.

El andlisis estadistico revelé que existia una tendencia general segun la cual se
produce una disminucion significativa de la concentracion de todos los compuestos
volatiles analizados en este batido de chocolate (a excepcién del DMDS) entre su
produccion (t=0) y el primer mes de almacenamiento. Esta pérdida general de volatiles
del batido se debe a la estabilizacion del producto.

Respecto a la evolucién temporal de los volatiles causantes de off-flavors, se observo
en primer lugar, que estos compuestos aumentaban significativamente su
concentracidon con el tratamiento térmico UHT. Los tratamientos térmicos fuertes, como
el UHT, promueven la formacion de off-flavors como metil-cetonas, aldehidos y
compuestos sulfurados [26], que contribuyen al flavor caracteristico del batido de
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chocolate UHT Pascual. Sin embargo, los atributos tipicos de la leche UHT causados
en por estos compuestos (“cooked”, “sulfurous”) son, en este caso, enmascarados por
los compuestos que otorgan los flavores deseados a chocolate, cacao o
almendras/avellanas. Ademas, tras la disminucion significativa que se da en el primer
mes (estabilizacidn del producto), la concentracion de estos compuestos permanece, en
general, sin variaciones significativas hasta los tres meses de almacenamiento, tiempo
a partir del cual aumentan significativamente su concentracion hasta alcanzar valores
maximos al final de la vida comercial (t= 6 meses) del producto. El incremento en metil-
cetonas durante el almacenamiento ha sido descrito en la leche UHT. Valero et al. [15]
observaron también un aumento significativo de estos compuestos a partir del tercer
mes, con valores similares para la 2-heptanona a los obtenidos en este estudio.
Contarini et al. [28] monitorizaron los cambios en la concentracion de compuestos
responsables de off-flavors en leche UHT a los 90 dias de almacenamiento a
temperaura ambiente comprobando, al igual que en este estudio, que 2-heptanona y
hexanal son dos de los compuestos que experimentan aumentos significativos.

Con respecto al off-flavor DMDS su concentracion fue significativamente mayor en el
batido UHT que en el silo. EI UHT produce la aparicion de compuestos sulfurados por
liberacion de los mismos a partir de los grupos sulfidrilo expuestos de las proteinas
lacteas, principalmente la B-lactoglobulina [12, 26] o debido a la oxidacion del
metanotiol [14]. Sin embargo, durante el almacenamiento del producto, el DMDS no
aumentd significativamente su concentracion hasta el final de la vida comercial. Este
resultado es acorde con estudios previos sobre el almacenamiento de leche UHT en los
gue no se encontraron variaciones significativas en la concentracion de este compuesto
durante los tres primeros meses [28], observandose un aumento en el sexto mes [15].

En cuanto al hexanal, detectado en el batido de silo, es un compuesto tipico de la
leche cruda [28]. Su concentracién aumento significativamente tras el UHT, debido a
gue el calor promueve su formacién por autooxidacion de acidos grasos insaturados
[12]. El almacenamiento provoca cambios significativos en la concentracion de este
compuesto, aumentando y disminuyendo sin un patron fijo. Un comportamiento similar
para el hexanal en leche UHT fue reportado por Jeon et al. [29] que mostraron que la
concentracion de hexanal aumentaba hacia la semana ocho de almacenamiento para
después disminuir hasta niveles de trazas. En cualquier caso, la concentracion de
hexanal a lo largo de la vida util del producto no es suficiente como para afectar a la
calidad sensorial del batido, ya que su actividad odorante es menor a la del resto de los
flavores indeseados de este producto.

El analisis de los resultados obtenidos en la evolucion temporal de la
concentracion de los compuestos responsables de flavores deseados en el batido de
chocolate Pascual muestra que estos no siguen un patrén comun, al contrario de lo que
ocurre con los responsables de off-flavors. En concreto los aldehidos, a excepcién del
fenilacetaldehido, experimentaron un aumento significativo en su concentracion tras el
UHT. Este resultado estd justificado ya que el tratamiento térmico promueve reacciones
de Strecker en las que los aminoacidos (isoleucina, leucina, fenilalanina y valina) dan
lugar a estos aldehidos de Strecker [30]. Por tanto, el tratamiento UHT contribuye a la
formacién del flavor caracteristico del batido de chocolate Pascual, aumentando la
concentracion de los compuestos de flavor “deseados”. La disminucion significativa que
experimenta el fenilacetaldehido parece un resultado inesperado ya que el UHT deberia
promover la formacion del mismo a partir del aminoacido fenilalanina. Granvogl et al.
[30] obtuvieron resultados similares al estudiar estas reacciones en el cacao
observando que tras el tratamiento térmico el fenilacetaldehido era el Unico aldehido de
Strecker que no aumentaba su concentracion. Como tendencia general, este grupo de
volétiles se mantienen constantes durante el almacenamiento del producto.

No se observaron cambios significativos durante el almacenamiento para los
volatiles trimetilpirazina y acetofenona por tanto los matices suaves de flavor que
otorgan al batido se mantienen constantes.

17
Volatiles en Batido de Chocolate



De forma general, se puede concluir que la evolucion temporal de la
concentracién de los compuestos volatiles que otorgan flavores deseados al producto
se mantienen constantes durante el almacenamiento, lo que contribuye a mantener
constante la calidad sensorial del batido de chocolate Pascual durante su vida
comercial. Ademas, los flavores indeseados ocasionados por el proceso UHT no
aumentan hasta niveles que comprometen la calidad sensorial del batido hasta los 6
meses, tiempo establecido como final de la vida comercial del producto.

5.  CONCLUSIONES

A continuacion se relacionan las conclusiones mas relevantes obtenidas en este
trabajo de investigacion:

e Los compuestos volatiles seleccionados como responsables del flavor
caracteristico y por tanto de la calidad sensorial del batido de chocolate Pascual
son: 2-metilpropanal, 2-metilbutanal, 3-metilbutanal, fenilacetaldehido, acetofenona,
benzaldehido, trimetilpirazina, DMDS, 2-heptanona, hexanal y 2-nonanona.

« En la identificacion y cuantificacion de compuestos volatiles representativos del
flavor en batidos de chocolate se ha puesto a punto un método de andlisis de
cromatografia de gases asociado a espectrometria de masas y acoplado a un
extractor de muestra de espacio de cabeza (HS) y con un inyector PTV que
contiene en su configuracion una trampa rellena de Tenax.

» El método de andlisis disefiado es un método rapido y automatizado lo que le hace
de facil aplicacion a nivel industrial para el seguimiento temporal y control de la
calidad sensorial de los batidos de chocolate.

« El tratamiento térmico UHT es un factor clave en la formacion de flavor
caracteristico del batido ya que por una parte promueve el desarrollo de
compuestos volatiles responsables de flavores indeseados y, a su vez, provoca un
aumento en la concentracion de los compuestos volatiles que producen los flavores
deseados y caracteristicos del batido de chocolate.

« La calidad sensorial del batido de chocolate Pascual durante su vida comercial no
se ve alterada significativamente debido a que la evolucién temporal de la
concentracion de los compuestos volatiles que otorgan flavores deseados al
producto se mantienen constantes durante el almacenamiento, mientras que los
flavores indeseados ocasionados por el proceso UHT no aumentan sus niveles de
concentracion como para comprometer la calidad sensorial del batido hasta el final
de la vida util del producto.
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