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GC-O: Cromatografía Gaseosa-Olfactometría

GP: Grana Padano

HS: Headspace Estático

HPLC: Cromatografía Líquida de Alta Resolución
HD: Headspace dinámico

IDF: Federación Internacional de la Lechería

LAB: Bacterias lácticas

LC: Cromatografía Líquida

LSD: Mínima diferencia significativa

L-L: Líquido-líquido

MS: Espectrómetro de masas/Espectrometría de masas

n.d: No detectado

NSLAB: Bacterias lácticas no pertenecientes al fermento primario

NS-pH 4,6: Nitrógeno soluble a pH 4,6.

NS-TCA: Nitrógeno soluble en ácido tricloroacético

NS-PTA: Nitrógeno soluble en ácido fosfotúngstico
NT: nitrógeno total.

OAV: Valor de actividad de olor

p.a: pro-analisis

PA: poliacrilato

PCA: Análisis por Componentes Principales

PC: Componentes Principales

PDMS: polidimetilsiloxano

PR: Parmigiano Reggiano
PE: Punto de ebullición
PM: Peso molecular

P&T: Purga y trampa

% (p/p): porcentaje de peso en peso (gramos/100 gramos).
ppm: partes por millón.

% (p/v): porcentaje de peso en volumen (gramos/100 mililitros)

QDA: Análisis Descriptivo Cuantitativo

rpm: revoluciones por minuto

SD: Desviación estándar
SDE: Extracción-destilación simultáneas

SE: Extracción por solventes

SFE: Extracción por fluídos supercríticos

s/h: Sal en la humedad
SIDA: Análisis de dilución de isótopos estables

SPME: Microextracción en fase sólida

T: Temperatura

t.r: Tiempo de retención
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El valor de un alimento se establece en función de su calidad, que comprende un conjunto de aspectos vinculados a su rol nutricional, parámetros fisicoquímicos y microbiológicos y propiedades sensoriales.

Dentro de las propiedades sensoriales de los alimentos, el flavor cumple un rol fundamental, dado que es uno de los principales atributos que evalúa el consumidor en el momento de seleccionar un producto.

De la sensación asociada al flavor de los alimentos participan una amplia gama de compuestos. Los mismos tienen como características principales las de constituir un grupo muy heterogéneo desde el punto de vista químico y de estar presentes en muy bajas concentraciones.

El estudio de los compuestos relacionados con el flavor de los alimentos es muy complejo e incluye una serie de pasos entre los que pueden mencionarse el aislamiento de los mismos de la matriz del alimento, la separación de los constituyentes individuales y la identificación y cuantificación de los mismos. 

Particularmente, el aislamiento de los compuestos se considera una etapa crítica del análisis e innumerables herramientas analíticas se encuentran disponibles para ese fin, cada una de ellas con una serie de ventajas y desventajas asociadas. Por esta razón, la selección de la metodología más adecuada requiere además de una delicada evaluación de los aspectos teóricos y operativos de las mismas tener claramente establecidos los objetivos que se quieren alcanzar. 

Distintas pueden ser las razones por las que se analiza la fracción de compuestos de flavor de los alimentos. Algunas se relacionan con la calidad de los productos, es decir se busca llegar a establecer qué perfiles de compuestos se vinculan con características sensoriales deseables o indeseables (defectos de flavor) de los mismos. Por otra parte, a la industria de los aditivos alimentarios (sustancias aromatizantes y saborizantes), conocer los compuestos responsables del aroma y sabor de los alimentos le permite reproducir extractos similares a los naturales o formular versiones mejoradas de los mismos. Además, los perfiles de compuestos de aroma de un determinado producto muchas veces se encuentran asociados a determinadas regiones geográficas, materias primas y tecnologías de producción, por lo cual constituyen auténticas huellas digitales de los mismos. Esto tiene particular interés en los productos con denominación de origen controlado (DOC).

Dentro de los alimentos que han sido estudiados desde el punto de vista del perfil de compuestos de flavor, se encuentran los productos lácteos y particularmente las distintas variedades de quesos.

En nuestro país y particularmente en nuestra región, el sector lácteo representa una de las principales actividades productivas y los quesos, uno de sus productos con mayor valor agregado. En los últimos años se ha evidenciado una importante mejora en la calidad de los quesos, lo que ha sido posible gracias al valioso aporte que la ciencia y la tecnología han realizado en relación a los procesos de elaboración y maduración a través de la evaluación de las características fisicoquímicas, de proteólisis, de lipólisis y de los aspectos sensoriales de los mismos.

No obstante, actualmente no hay datos que aporten información respecto a las características de los perfiles de compuestos de flavor en los quesos de origen nacional. En virtud de esto, el objetivo del presente trabajo fue realizar un estudio de los compuestos de flavor asociados con dos variedades de quesos argentinos: azules y Reggianito. 

El Reggianito es el queso Argentino más representativo de los quesos grana y es muy apreciado y reconocido por los consumidores. En el caso de los quesos azules, la selección de esta variedad para su análisis tuvo en cuenta el hecho que ha sido muy estudiado su perfil de compuestos de flavor en otros países del mundo ya que la microflora que se desarrolla en ellos se encuentra muy bien caracterizada.

Para comenzar con el estudio de los compuestos de flavor en estos quesos fue necesario realizar previamente una investigación bibliográfica exhaustiva, tendiente a identificar las técnicas de aislamiento disponibles que podrían aplicarse a un estudio sistemático. Con esta información se preseleccionaron cuatro técnicas de aislamiento de compuestos (de arrastre con N2, de destilación por arrastre con vapor, extracción líquido-líquido y concentración, de extracción directa con solventes y la de microextracción en fase sólida). De cada una ellas se estudiaron los aspectos operativos, la incidencia de distintas variables en los resultados obtenidos, y se evaluaron las características tanto cualitativas como cuantitativas de los perfiles de compuestos.

Teniendo en cuenta la practicidad, sencillez, rapidez y el amplio espectro de compuestos obtenidos, se seleccionó la microextracción en fase sólida (SPME) para su aplicación al presente estudio. Para la separación e identificación de la fracción de compuestos aislados con la SPME se utilizaron la cromatografía gaseosa (GC) acoplada a un detector de ionización de llama (FID) y a un espectrómetro de masas (MS) y el empleo de una librería de espectros y estándares de referencia.  

Los quesos seleccionados para su estudio fueron de diferentes marcas comerciales y muestreados en diferentes períodos a los efectos de realizar una evaluación de las muestras correspondientes a una misma marca comercial y a distintas marcas comerciales. En total se procesaron dieciocho muestras de quesos azules y diecisiete de los quesos tipo grana.

Sobre las muestras de queso se efectuaron análisis de composición fisicoquímica, de proteólisis, de lipólisis y una evaluación sensorial informal a los efectos de verificar que los distintos parámetros estuvieran dentro de los límites normales para cada tipo de queso y eventualmente tratar de encontrar algún tipo de asociación entre ellos y los perfiles de compuestos de aroma. La mayoría de los valores de los distintos parámetros de composición fisicoquímica obtenidos para los quesos azules y Reggianito resultaron intermedios a los informados en quesos de las mismas variedades, mientras que en general la proteólisis y la lipólisis presentaron menores valores que los quesos europeos.

Se identificaron más de cincuenta compuestos en la fracción aromática de las muestras analizadas. Los mismos pertenecieron a diferentes grupos químicos (cetonas, alcoholes, ésteres, aldehídos, ácidos, etc.). Algunas diferencias de tipo cualitativo e importantes diferencias de tipo cuantitativo se observaron en los perfiles de cada una de las variedades de queso estudiadas. 

Los quesos azules se caracterizaron por la presencia de metilcetonas (2-pentanona, 2-heptanona, 2-nonanona, etc.), alcoholes (2-pentanol, 2-heptanol, 3-metil 1-butanol), ésteres (butanoato de etilo, hexanoato de etilo, butanoato de isoamilo, etc.), aldehídos (3-metilbutanal) y ácidos (principalmente butanoico, hexanoico y 3-metilbutanoico). Los quesos Reggianito presentaron perfiles de compuestos caracterizados por la presencia mayoritaria de ácidos (etanoico, butanoico, etc.), cetonas (propanona, 2-pentanona+diacetilo, etc.), alcoholes (etanol, 2-pentanol, 3-metil 1-butanol, etc.), ésteres (acetato de etilo, butanoato de etilo, etc.) y aldehídos (acetaldehído, 2-metilbutanal y 3-metilbutanal, etc.). Todos los compuestos identificados en los quesos azules y Reggianito se encontraron informados en quesos de estas variedades de otros orígenes, y particularmente los que se han señalado como constituyentes mayoritarios y/o de importante incidencia en el flavor, fueron característicos de las muestras analizadas.

Principalmente en los quesos azules se observó una importante variabilidad de los distintos parámetros fisicoquímicos, fracciones nitrogenadas y niveles de lipólisis de las muestras individuales que en algunos casos no permitió que se detectaran diferencias entre las marcas analizadas. 

En los quesos Reggianito se observó una menor variabilidad en las muestras correspondientes a una misma marca comercial y en general algunas diferencias se observaron en los distintos parámetros de la maduración para las distintas marcas. Particularmente los valores de la lipólisis y los puntajes otorgados a los atributos de la evaluación sensorial de los distintos quesos se encontraron en un estrecho rango.

Un análisis multivariado de los datos (PCA) de los distintos ensayos realizados a las muestras de quesos permitió observar algunos agrupamientos de los quesos Reggianito por marca comercial. En los quesos azules sólo se observaron algunos agrupamientos individuales de las muestras y en general una separación de las mismas de acuerdo a la intensidad del proceso de maduración. 

En el caso de los quesos azules pudo establecerse alguna vinculación entre los valores de lipólisis, las áreas de las metilcetonas y los ácidos y los puntajes del atributo aroma. Se observó que debido a la incidencia del pH de las muestras en la metodología de SPME y al catabolismo que podrían sufrir los ácidos hacia la formación de metilcetonas, no siempre altas lipólisis o bajas lipólisis se relacionan con altos o bajos valores de áreas de compuestos. También en general los mayores puntajes del atributo aroma correspondieron a los quesos con medias y altas lipólisis y mayores áreas de compuestos principalmente de las metilcetonas y los ácidos.

Con el desarrollo del presente trabajo de tesis se realizó un aporte a la caracterización de los perfiles de compuestos de aroma de los quesos azules y Reggianito de origen nacional, aportando también nuevos datos de composición fisicoquímica, de proteólisis y de  lipólisis par los que hasta la fecha hay escasa información disponible.
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I. 1. Importancia de las propiedades sensoriales de los alimentos 

Los alimentos naturales son complejas mezclas de compuestos pertenecientes a las familias de los hidratos de carbono, lípidos, proteínas y otras sustancias minoritarias pero no menos importantes tales como las sales minerales, las vitaminas, etc. La proporción en que se encuentran presentes estos grupos de compuestos y la naturaleza de los mismos determinan su valor nutricional, el que asociado a los valores que alcanzan diversos parámetros físicoquímicos y microbiológicos (pH, acidez, humedad, recuentos microbianos, etc.), se utilizan usualmente para establecer la calidad de los alimentos. Tanto las propiedades nutricionales como los parámetros fisicoquímicos y microbiológicos se evalúan a través de metodologías analíticas objetivas y si bien son muy importantes para la calidad, no suelen ser la principal causa de elección de los alimentos. En este sentido, las características sensoriales son otro factor de importancia en la calidad de los productos y constituyen el principal criterio de aceptación o rechazo por parte de los consumidores. Por esta razón en los últimos años se ha observado una tendencia creciente a identificar y cuantificar aquellos compuestos que contribuyen a las propiedades sensoriales deseables o indeseables de los alimentos (Badings & Nester, 1978).

Las propiedades sensoriales son los atributos de los alimentos que se detectan por medio de los sentidos y comprenden la apariencia (color, forma, tamaño, etc.), sensaciones olfacto-gustativas (olor, aroma, sabor, flavor) y las propiedades texturales (sensaciones quinestésicas y auditivas táctiles). 

La textura juega un rol clave en la evaluación de muchos alimentos y se manifiesta cuando los mismos sufren una deformación, comprendiendo principalmente propiedades de superficie (relacionadas con las sensaciones producidas por el contenido de agua o grasa del alimento), mecánicas (relacionadas con la reacción del producto a una fuerza) y geométricas (relacionadas con el tamaño, forma y distribución de las partículas en el producto). Los aspectos relacionados con la apariencia tanto externa (forma, tamaño, peso, etc.) como interna (color, etc.) que se evalúan en forma visual, también son importantes al momento de elegir un producto (Coste, 2007). El otro grupo de propiedades sensoriales comprenden las sensaciones olfacto-gustativas. Por la naturaleza del presente trabajo de tesis, a continuación se describirán con detalle los aspectos relacionados con las mismas.

I.2. El aroma y sabor de los alimentos

I.2.1. Discusión de términos

La falta de claridad conceptual y el uso incorrecto que se ha realizado en el pasado de una serie de términos tales como olor, aroma, sabor y flavor por parte de quienes investigan en el campo sensorial, requiere efectuar como primera medida una revisión de estos conceptos. Maarse (1981), propone las definiciones de la British Standards Institute (B.S.I) para algunos de los términos utilizados en el ámbito de la química del flavor, las cuales se transcriben a continuación:

Olor (odour): Sensación percibida a través del órgano olfatorio que resulta a partir de ciertas sustancias volátiles. Cualidad de esa sensación particular debido a dichas sustancias.

Aroma (aroma): Un olor con una sensación placentera. 

Sabor (taste): Sensación percibida a través de las papilas gustativas que resulta a partir de ciertas sustancias solubles. Cualidad de esa sensación particular debido a tales sustancias.

Flavor (flavour): Sensación combinada de aroma y sabor que puede estar influenciada por sensaciones de dolor, calor, frío y por sensaciones táctiles.

Particularmente para los conceptos de olor y aroma, se puede establecer una diferencia más clara. Se considera que el aroma es una propiedad organoléptica percibida por el órgano olfatorio vía retronasal, mientras el olor es una sensación percibida por el órgano olfatorio vía nasal directa (Chamorro & Losada, 2002). Por otra parte, una definición similar a la de flavor es la propuesta por Belitz & Grosch (1996), según la cual la interacción de sensaciones sápidas, olorosas y texturales produce una sensación global que se expresa con la palabra inglesa flavour, indicando que ni el español ni otros idiomas poseen un vocablo adecuado para este término tan amplio y globalizador. 

I.2.2. Importancia y aspectos sensoriales del flavor

El flavor es una parte importante de la calidad de los alimentos (Stevenson et al., 1996), siendo muchos de los compuestos químicos presentes en los mismos, los responsables de activar los receptores olfatorios y gustativos que permiten la percepción de este atributo.

Como se ha señalado anteriormente, el flavor se compone principalmente de las sensaciones del aroma y del sabor. Para que se perciba el sabor de una sustancia, la misma debe entrar en contacto con las papilas gustativas localizadas principalmente en la lengua. Esto requiere de solubilidad en medio acuoso, pero la solubilidad sola no es suficiente ya que algunas sustancias solubles en agua no tienen sabor. De igual modo, para que una sustancia contribuya al aroma debe interaccionar con los receptores localizados en el epitelio olfatorio. Esto presupone la volatilidad de la sustancia (Stevenson et al., 1996), pero esta propiedad por sí sola no es suficiente ya que el rango de potencia olorosa de los compuestos volátiles es muy amplio (Nursten, 1997). Además del aroma y sabor, otras percepciones hacen su contribución al flavor. Los receptores táctiles ubicados en la boca permiten detectar una serie de sensaciones tales como la astringencia, picante, frío, calor, dolor, etc. 

Como puede observarse, el flavor es una sensación muy compleja que comprende un abanico de sensaciones que se perciben cuando un alimento se introduce en la boca (Figura I.1). También es importante destacar que el flavor no puede medirse con instrumentos analíticos, es una interacción entre el alimento y el consumidor debiendo emplearse métodos sensoriales para su evaluación (Stevenson et al., 1996).
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Figura I.1: Definiciones e interacciones entre flavor, aroma, sabor y sentido del tacto (Stephan et al., 2000).

I.2.3. Características de los compuestos asociados al flavor

Del aroma y del sabor de los alimentos participan un grupo muy grande y heterogéneo de compuestos pertenecientes a diversas familias químicas (Belitz & Grosch, 1996), lo que sugiere la participación de numerosas vías metabólicas en su formación. Un aspecto importante a destacar es que muchos compuestos son comunes al aroma de la mayoría de los alimentos (Urbach, 1997). Además de la diversidad química, otra característica importante de estos compuestos reside en el hecho que se encuentran presentes en bajas concentraciones (Bemelmans, 1981; Nursten, 1997), lo cual explica las dificultades que normalmente se observan en el análisis cualitativo y cuantitativo de los mismos (Belitz & Grosch, 1996). 

Como ya se ha señalado, muchos de los compuestos de aroma son volátiles y muchos de los compuestos de sabor son solubles en agua. Los constituyentes volátiles de los alimentos usualmente se consideran la fracción más estrechamente relacionada al flavor, aún cuando algunos compuestos no volátiles solubles en agua puedan hacer una significativa contribución (Fernández-García, 1996). Los estudios más actuales en análisis de flavor se centran casi exclusivamente en los constituyentes volátiles de la matriz de la muestra (Stevenson et al., 1996).

Se estima al presente que unos 10.000 compuestos volátiles se encuentran asociados a los alimentos naturales (d'Acampora Zellner et al., 2008). Por ejemplo, unos 800 compuestos se han aislado en muestras de café y vinos, 670 en carne cocida, 300 en frutillas y 187 en leche descremada en polvo (Stevenson et al., 1996; d'Acampora Zellner et al., 2008). Sin embargo, no todos ellos hacen una contribución al aroma de los mismos. Existe un acuerdo generalizado que sólo una fracción relativamente pequeña de los volátiles es responsable del aroma del alimento, por esto siempre es importante distinguir entre estos compuestos (compuestos activos de olor) de aquellos volátiles que sólo son componentes de fondo (background) del mismo (Kubícková & Grosch, 1997). 

La incidencia de un compuesto en el aroma depende de su concentración en la matriz y del límite de detección de la nariz humana. Además, también debería considerarse la interacción de los compuestos de aroma entre sí y con otros constituyentes de la matriz (d'Acampora Zellner et al., 2008). Distintos criterios permiten identificar en una primera instancia los compuestos activos de olor. Uno de dichos parámetros es el valor de actividad de olor (OAV). El OAV es la relación entre la concentración de un compuesto en un producto y el umbral nasal del mismo compuesto en la matriz del producto o una matriz similar (Smit et al., 2005; d'Acampora Zellner et al., 2008). 
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siendo: Cx la concentración del compuesto x en el alimento y ax la concentración umbral olfatoria del compuesto en el alimento. Si la concentración real del compuesto x en el alimento es superior a su concentración umbral, entonces es posible esperar que contribuya al aroma del mismo. 

La concentración umbral es la concentración más baja de un compuesto que puede ser directamente reconocida por su olor, aroma o sabor (Belitz et al., 2004). Experimentalmente se define como la concentración más baja del compuesto que permite que más de la mitad de los jueces evaluadores distingan entre la muestra control que no contiene el compuesto y la muestra que tiene el compuesto (Molimard & Spinnler, 1996). Los valores de concentraciones umbral dependen de la volatilidad y solubilidad de los compuestos y de la temperatura y composición de la matriz alimentaria (Belitz & Grosch, 1996). 
Dentro de los compuestos activos de olor, no todos tienen la misma relevancia en el aroma del alimento dado que los OAV pueden diferir en varios órdenes de magnitud. Los compuestos volátiles que contribuyen de modo decisivo en el aroma del alimento se conocen como compuestos claves de aroma. Por ejemplo, varios estudios se han realizado para determinar los compuestos claves responsables del aroma a café. A partir de los mismos se ha establecido que 29 compuestos volátiles se asocian con el aroma a café tostado y molido, de los cuales 13 hacen la mayor contribución, considerándose claves en el aroma (Sarrazin et al., 2000).

Sin embargo, de mayor interés resulta identificar en los alimentos, si se encuentran presentes, los llamados compuestos impacto. Un compuesto con carácter impacto para un aroma o flavor particular es una única sustancia química o mezcla de unos pocos compuestos que proveen su cualidad sensorial principal, es decir son responsables directos del aroma característico del alimento. En la industria alimenticia determinar los compuestos impacto es una tarea muy importante, dado que permite reproducir aromas naturales y formular versiones nuevas o mejoradas de flavors ya existentes (McGorrin, 2002). 

En función de la presencia o no de compuestos impacto, de la importancia relativa de los mismos y del grado en el cual pueden reproducirse los aromas de los alimentos, Belitz & Grosch (1996) propusieron una clasificación de los alimentos en cuatro grupos:

· Grupo I: Integran este grupo aquellos alimentos donde un único compuesto (compuesto impacto) es responsable del aroma característico del mismo. Por ejemplo, el aroma de los hongos está directamente asociado a la presencia de 1-octen 3-ol y el de la papa cruda a la 2-isopropil 3-metoxipirazina. 

· Grupo II: Pertenecen a este grupo aquellos alimentos donde varios compuestos, de los cuales uno tiene un rol principal, determinan el aroma típico de los mismos (varios compuestos impacto donde uno de ellos tiene una mayor relevancia). Un ejemplo de alimento de este grupo es la col cocida donde se han identificado tres compuestos responsables del aroma característico pero entre éstos, el disulfuro de dimetilo es de mayor relevancia. 

· Grupo III: Dentro de este grupo se encuentran aquellos alimentos donde su aroma se relaciona con la presencia de un gran número de compuestos. Ejemplos de alimentos de este grupo son la carne procesada o el café tostado. 

· Grupo IV: Lo integran aquellos alimentos donde su aroma no puede ser reproducido fielmente porque el mismo está dado por una mezcla extremadamente compleja de compuestos. A este grupo pertenecen por ejemplo, el cacao, la cerveza y muchas variedades de quesos. 

En el caso de los alimentos del tercer y cuarto grupo, no se encuentran presentes compuesto impacto, siendo posible sólo identificar compuestos claves en el aroma de los mismos. 

De la misma manera que interesa conocer los compuestos relacionados con el flavor de los alimentos, también tiene particular importancia identificar los llamados compuestos de off-flavor, los cuales dan origen a atributos sensoriales que no están asociados al aroma y sabor típico de los alimentos, constituyendo defectos de flavor. Aunque se conocen diferentes causas de off-flavor en los alimentos, entre las más comunes se pueden mencionar la presencia de contaminantes ambientales, el crecimiento de microorganismos indeseables, la oxidación de los lípidos y la descomposición de ciertos constituyentes por enzimas endógenas (Wilkes et al., 2000). Estos factores y procesos pueden producir una pérdida o cambio en la concentración de un compuesto clave o una modificación de la composición de los componentes individuales del aroma (Belitz et al., 2004). En leche, por ejemplo, los off-flavors comúnmente encontrados se identifican a través de términos tales como: cocido (heated), rancio (rancid), oxidado (oxidized) y amargo (bitter). Particularmente el off-flavor a cocido en leche descremada pasteurizada se ha correlacionado con la concentración de dos compuestos de azufre: sulfuro de hidrógeno y sulfuro de dimetilo (Christensen & Reineccius, 1992).

Es importante destacar que un compuesto puede ser un componente deseable en un alimento y contribuir a su aroma típico, pero puede considerarse un defecto si su concentración supera un determinado valor. Los compuestos asociados con off-flavors tienen un interés especial a causa de que su presencia va en detrimento de la calidad de los alimentos. 

Luego de la revisión de algunos términos que se ha realizado precedentemente, ha quedado en claro la existencia de una estrecha relación entre los conceptos de aroma, flavor y compuestos volátiles. Sin embargo, estrictamente hablando no todos los compuestos volátiles inciden en el aroma o flavor del alimento y por otra parte, el aroma forma parte del concepto de flavor. Debido al uso indistinto que se realiza en la bibliografía de estos tres términos, en el contexto del presente trabajo los mismos también se emplearán en forma equivalente.

I.2.4. Herramientas analíticas para el estudio de los compuestos asociados al flavor
Tradicionalmente el estudio de los compuestos de flavor en los alimentos se ha centrado en el análisis de los compuestos volátiles debido a la destacada importancia del aroma en el flavor global (Stevenson et al., 1996; Boscaini et al., 2003), hecho fácilmente demostrable por las dificultades observadas para identificar un flavor particular si se evita el ingreso de aire a través de la nariz (Badings & Nester, 1978). Además, las sustancias volátiles son más fácilmente aisladas y analizadas con instrumentos analíticos convencionales (Stephan et al., 2000; Le Quéré & Molimard, 2003).

Un estudio básico del perfil de compuestos asociados al flavor comprende una serie de etapas tales como el muestreo y preparación de la muestra, el aislamiento de la fracción aromática, la separación de los compuestos individuales, la identificación y la cuantificación (Figura I.2). Otros análisis complementarios, aunque no menos importantes, comprenden la determinación de compuestos claves en el aroma, el análisis sensorial, etc. El esquema a seguir dependerá de los objetivos planteados.
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Figura I.2: Pasos básicos para el estudio de compuestos de flavor en los alimentos
I.2.4.1.  Muestreo y preparación de la muestra

Como ya se ha mencionado, los compuestos de flavor en los distintos alimentos se presentan en bajas concentraciones, incluso a niveles de trazas ((10(g/kg) y generalmente se encuentran distribuidos de un modo heterogéneo. Dependiendo del tipo de matriz alimentaria, en algunos casos se requiere de una homogeinización de la muestra previo a su extracción (Mariaca & Bosset, 1997; Le Quéré & Molimard, 2003). Debido a la sensibilidad al calor y al oxígeno y a la volatilidad de algunos compuestos, se deben tomar algunas precauciones durante las etapas de preparación de la muestra y de aislamiento de los compuestos para asegurar que ellos no sufran modificaciones y además, minimizar sus pérdidas (Bemelmans, 1981; Mariaca & Bosset, 1997).

I.2.4.2. Aislamiento de la fracción de compuestos de flavor

Para efectuar esta etapa del análisis, que implica la separación de los compuestos de flavor de los restantes constituyentes del alimento, se encuentran disponibles una serie de herramientas analíticas. El aislamiento se considera una etapa crítica ya que el perfil de compuestos obtenidos tanto cualitativa como cuantitativamente depende fuertemente del método empleado (Curioni & Bosset, 2002; Le Quéré & Molimard, 2003; d'Acampora Zellner et al., 2008). 

En general el primer problema que se plantea es si deben analizarse todos los compuestos potencialmente asociados al flavor del alimento o sólo aquéllos que se encuentran en fase vapor sobre el alimento y que alcanzan la mucosa olfatoria. Esto permite realizar una primera clasificación de las metodologías de aislamiento en dos grandes grupos: métodos de destilación y/o extracción y métodos de análisis del headspace (espacio de cabeza) (Stevenson et al., 1996). 

En el caso que se apliquen métodos de extracción, otro aspecto de difícil resolución y muy pocas veces considerado reside en la evaluación de la representatividad de los extractos obtenidos (Sarrazin et al., 2000; Curioni & Bosset, 2002), ya que los mismos deberían estar estrechamente relacionados con el aroma percibido. Con este objetivo se realizan análisis sensoriales sobre dichos extractos (Le Quéré & Molimard, 2003). Uno de los test de mayor aplicación es el de similitud, donde se compara el olor del extracto aromático obtenido del alimento con el olor de la correspondiente referencia, utilizando por ejemplo una escala no estructurada con dos puntos (el punto cero corresponde a la referencia) y donde se señala cuanto se aleja o se acerca el aroma del extracto al de la referencia. La más corta distancia a la referencia indica una mejor representatividad del mismo (Sarrazin et al., 2000). 

Las distintas metodologías que se han desarrollado para el aislamiento de los compuestos de flavor de los alimentos tienen asociadas una serie de ventajas y desventajas (Izco & Torres, 2000). Conocer estos aspectos es de vital importancia para una primera selección de las herramientas más adecuadas de acuerdo a la matriz alimentaria en cuestión y a la información que se pretende lograr (Sarrazin et al., 2000). Por esta razón, este punto se amplía a continuación. 
I.2.4.2.1. Metodologías de destilación y/o extracción

Dentro de este grupo de metodologías pueden mencionarse:

· Métodos de destilación

La destilación toma ventaja de la volatilidad de los compuestos de flavor  y la no volatilidad de la matriz del alimento (Stevenson et al., 1996). Los métodos de destilación a menudo producen efectos de discriminación ya que las sustancias altamente volátiles tienden a perderse mientras que el extracto final se enriquece en compuestos de mediana y baja polaridad.

De acuerdo a Augusto et al., (2003), la destilación usualmente se lleva a cabo por vías ligeramente diferentes:

· El alimento se mezcla o suspende con agua en un recipiente adecuado unido a un condensador y, mientras la mezcla se calienta a ebullición, una fase condensada se colecta en una trampa fría (hidro-destilación). 

· El vapor pasa a través del recipiente que contiene la muestra (destilación por arrastre con vapor) para producir un condensado similar.

· Las muestras con elevado contenido acuoso se calientan en forma directa dando un concentrado acuoso ya que el agua presente es solamente la proveniente de la muestra.

De estos procedimientos a su vez se conocen dos variantes:

· Destilaciones a presión atmosférica

Fundamento: Se basa en la obtención de un extracto acuoso por alguna de las vías mencionadas, operando el dispositivo a presión atmosférica. Como usualmente el volumen de estos extractos es grande se debe realizar una etapa posterior de concentración a través de una partición líquido-líquido con un solvente orgánico o por crio-concentración. (Stevenson et al., 1996; Sides et al., 2000).

Ventajas: Los destilados acuosos que se obtienen presentan un amplio rango de compuestos (principalmente ligeramente volátiles e insolubles en agua) y se encuentran libres de compuestos no volátiles que pueden depositarse en las columnas de cromatografía (Bemelmans, 1981; Parliment, 2002; d'Acampora Zellner et al., 2008). 

Desventajas: Se tienen bajas recuperaciones de los compuestos altamente polares o hidrofílicos (ácidos y alcoholes). Se presentan los inconvenientes asociados al uso de solventes si se realiza una etapa de concentración del destilado. Debido a que se requieren altas temperaturas se pueden producir degradaciones de los compuestos más termolábiles y la formación de artifacts (compuestos no presentes naturalmente en el alimento que se forman a partir de otros componentes de la matriz por efecto de la temperatura). Es un método tedioso y laborioso que requiere de mucha cantidad de muestra (Mariaca & Bosset, 1997; Augusto et al., 2003; d'Acampora Zellner et al., 2008).

· Destilaciones a alto vacío

Fundamento: Se basa en la obtención de un extracto acuoso trabajando bajo condiciones de alto vacío y bajas temperaturas. Para la condensación de los compuestos se utilizan comúnmente trampas enfriadas con N2 líquido. Normalmente se realiza una concentración posterior del destilado utilizando solventes (Bemelmans, 1981).

Ventajas: Se obtiene un perfil de compuestos de flavor muy completo. Se minimiza el problema de la degradación térmica de los analitos al trabajarse a temperatura ambiente o por debajo de ésta. Es aplicable a la mayoría de las matrices alimentarias (Bemelmans, 1981; Mariaca & Bosset, 1997; Stephan et al., 2000; d'Acampora Zellner et al., 2008).

Desventajas: Se requiere de equipamiento delicado y mucha cantidad de muestra. Se presentan los inconvenientes asociados al uso de los solventes si se realiza la etapa de concentración. Su aplicación general puede insumir mucho tiempo. Algunos compuestos pueden tener una baja liberación del alimento a los valores de presión utilizados. En general los resultados obtenidos se deben verificar con otras metodologías (Mariaca & Bosset, 1997; Stephan et al., 2000).

· Técnicas de destilación molecular 

Fundamento: Son técnicas similares a la destilación de alto vacío e implican la transferencia directa de los compuestos más volátiles desde la superficie de una muestra líquida a un condensador frío, razón por la cual también se conocen como cold-finger molecular distillation. Se requieren muy cortas distancias entre el condensador y la superficie de la muestra como así también el uso de un sistema de alto vacío (10-3 Pa) (Mariaca & Bosset, 1997; Le Quéré & Molimard, 2003). 
Ventajas: El perfil de compuestos resulta complementario al del extracto obtenido por el procedimiento de destilación de alto vacío ya que permite aislar los compuestos menos volátiles y más lipofílicos (Le Quéré & Molimard, 2003). 
Desventajas: Se requiere un equipamiento costoso y complejo. 
· Método de extracción directa

Fundamento: Se basa en la obtención de un extracto orgánico a través de una partición líquido-líquido o líquido-sólido. Entre los solventes más comúnmente empleados se encuentran: pentano, hexano, diclorometano, éter etílico, acetonitrilo, etc. (Bemelmans, 1981; Stevenson et al., 1996; Mariaca & Bosset, 1997). 

Ventajas: Son relativamente rápidos. De equipamiento simple y de bajo costo (extractores de tipo continuo). Los extractos obtenidos contienen un amplio espectro de compuestos (Mariaca & Bosset, 1997; Sides et al., 2000; d'Acampora Zellner et al., 2008).

Desventajas: Se utilizan solventes orgánicos muchos de los cuales son tóxicos y contaminantes. El ancho pico del solvente puede enmascarar los analitos más volátiles. Se requieren temperaturas elevadas lo cual puede conducir a la pérdida de los componentes más volátiles y a la degradación térmica de la muestra. Los extractos obtenidos suelen tener una baja concentración de compuestos, lo que requiere evaporar grandes volúmenes de solvente evitando que se produzcan pérdidas de los analitos de interés. La técnica se encuentra limitada a muestras con bajo contenido graso dado que la mayoría de los solventes utilizados disuelven la materia grasa, por lo cual estos métodos normalmente están acompañados de procedimientos adicionales de destilación al vacío o de diálisis para la separación de la fase grasa (Parliment, 2002; Mariaca & Bosset, 1997; Singh, et al., 2003; Augusto et al., 2003).
· Método de extracción por fluídos supercríticos (SFE)
Fundamento: Se basa en el aislamiento de sustancias empleando una fase supercrítica como solvente. Aunque se encuentran disponibles una variedad de fluídos para realizar la extracción, el más efectivo y ampliamente utilizado es el CO2 (Werkhoff et al., 2002), usualmente adicionado con solventes orgánicos tales como el metanol para modificar su polaridad ya que no es un buen solvente de sustancias polares. Se trabaja a altas presiones (2000 a 4000psi) y relativamente elevadas temperaturas (50 a 150°C). La concentración se realiza por expansión de la solución de extracción supercrítica a la presión estándar (Stevenson et al., 1996). Posteriormente debe realizarse una transferencia de los analitos desde el solvente de extracción hacia un solvente de reconstitución (hexano, pentano, acetona o mezclas de los mismos). 

Ventajas: Resulta especialmente adecuado para el análisis de especias, hierbas, frutas, hortalizas y fragancias. Es un método rápido comparado con otras técnicas de extracción. Se obtienen extractos limpios con poco solvente orgánico residual y los mismos se consideran representativos del material analizado (Werkhoff et al., 2002; Mariaca & Bosset, 1997; Sides et al., 2000).

Desventajas: Se requieren extractores especiales para fluídos supercríticos, los cuales son muy costosos (Parliment, 2002). Su aplicación se encuentra limitada a muestras con bajo contenido graso a causa de la extracción simultánea de monoglicéridos, diglicéridos y fundamentalmente triglicéridos.

· Método de extracción- destilación simultánea (SDE)

Fundamento: Se basa en la utilización de un dispositivo que permite simultáneamente destilar la muestra (hidrodestilación), condensarla y realizar una extracción continua y altamente eficiente con un solvente orgánico inmiscible ya que tanto el agua como el solvente son recirculados. El equipo extractor utilizado se conoce como “Likens-Nickerson”, el cual puede ser adaptado para utilizar solventes de mayor o menor densidad que el agua (Stevenson et al., 1996; Mariaca & Bosset, 1997; Augusto et al., 2003).

Ventajas: Los extractos que se obtienen con este método de aislamiento presentan una amplia diversidad de compuestos que incluyen no sólo a los compuestos volátiles sino a los volátiles en corriente de vapor (Stephan et al, 2000) y se consideran representativos del flavor global del alimento (d'Acampora Zellner et al., 2008). Su aplicación insume menos tiempo respecto de las técnicas de destilación y extracción. 

Desventajas: Se pueden producir pérdidas de los componentes altamente volátiles y generarse artifacts. Normalmente se requiere una etapa adicional de concentración del extracto orgánico (Stevenson et al., 1996; Stephan et al., 2000; d'Acampora Zellner et al., 2008). 

I.2.4.2.2. Metodologías que analizan el headspace (espacio de cabeza)

Dentro de este grupo de metodologías muy utilizadas para el aislamiento de la fracción volátil de los alimentos se encuentran: 

· Headspace estático (HS)

Fundamento: El procedimiento de análisis del headspace consiste en colocar el alimento en un recipiente que se cierra herméticamente, calentarlo a una temperatura conveniente y dejarlo durante un tiempo para que se establezca el equilibrio de los compuestos entre la matriz del alimento y la fase vapor. Los componentes más volátiles pasan al headspace circundante de acuerdo al valor de la constante de partición. Una vez alcanzado el equilibrio, una alícuota de la fase gas del recipiente se inyecta en forma directa en el GC (Stevenson et al., 1996).

Ventajas: El tiempo de análisis es corto y la preparación de las muestras es sencilla. Puede ser fácilmente automatizado y se utiliza habitualmente con propósitos de screening. La cuantificación resulta más reproducible si se compara con el headspace dinámico. No emplea solventes. Se requieren pequeñas cantidades de muestras. Es de bajo costo ya que utiliza equipamiento sencillo y no emplea ningún tipo de reactivos. Permite analizar el headspace real por encima de la muestra, lo cual se correlaciona con el olor que la nariz percibe (Stevenson et al., 1996; Stephan et al., 2000; d'Acampora Zellner et al., 2008).

Desventajas: Presenta baja sensibilidad por lo que no resulta adecuado para el análisis de compuestos volátiles que se encuentran en cantidades trazas en el alimento. Es necesario verificar que se alcanzó el equilibrio termodinámico dado que si se muestrea antes de establecerse el mismo, se enriquece selectivamente el headspace en el componente más volátil. Se obtiene un perfil de compuestos que presenta sólo los compuestos altamente volátiles. La concentración relativa de compuestos de flavor en el headspace no se corresponde con la concentración en la muestra debido a las diferencias en la volatilidad de los mismos (Stevenson et al., 1996; Stephan et al., 2000; d'Acampora Zellner et al., 2008).

· Headspace dinámico (HD) o purga y trampa (P&T)

Fundamento: En esta metodología se concentran los compuestos volátiles purgando la muestra con un gas carrier. Los compuestos arrastrados comúnmente se retienen en una trampa criogénica o se adsorben en un soporte inerte y luego son térmicamente desorbidos o eluídos con un solvente (Stevenson et al., 1996; Sides et al., 2000; Pillonel et al., 2002).

Ventajas: Es una metodología simple y confiable. A causa del constante agotamiento de los analitos a partir de la muestra o de la atmósfera que la rodea, se logra una mayor sensibilidad analítica que en el headspace estático (Stephan et al., 2000; Sides et al., 2000; Augusto et al., 2003).
Desventajas: Se requiere de equipamiento específico y de alto costo. No puede ser fácilmente automatizado lo que limita su aplicación a gran escala. Se obtiene un perfil de compuestos que se caracteriza por la presencia de los más volátiles (Curioni & Bosset, 2002). 

· Microextracción en fase sólida (SPME)

Fundamento: Se basa en la utilización de fibras recubiertas de distintos materiales que se exponen en el headspace de la muestra o se sumergen en la misma por un tiempo determinado. Las fibras concentran los analitos a través de un proceso de adsorción y/o absorción. La desorción de los analitos se realiza en forma térmica en el puerto de inyección de un GC (Stevenson et al., 1996; Kataoka et al., 2000; Pillonel et al., 2002).

Ventajas: El dispositivo que se utiliza es simple de operar, de relativamente bajo costo y fácil de automatizar. Es un método rápido y libre de solventes. Se logra una alta sensibilidad al concentrar los compuestos (Werkhoff et al., 2002; Stevenson et al., 1996; Kataoka et al., 2000; Sides et al., 2000). 

Desventajas: De acuerdo al material del recubrimiento de las fibras, las mismas presentan selectividad hacia determinados compuestos. La reproducibilidad es baja si no se controlan estrictamente los distintos parámetros del muestreo. Las fibras se deben manipular con cuidado debido a su extrema fragilidad (Stevenson et al., 1996). 

I.2.4.3. Separación de los compuestos

El amplio espectro de compuestos que se obtiene con la aplicación de los distintos métodos de aislamiento a las matrices alimentarias, requiere contar con herramientas analíticas adecuadas para la separación de sus componentes individuales, que permita la posterior identificación y/o cuantificación de los mismos.

Con este fin se utilizan las técnicas cromatográficas y dentro de sus distintas variantes las más empleadas son la cromatografía líquida y gaseosa. 

· Cromatografía Líquida (LC) y Cromatografía Líquida de Alta Performance (HPLC)

Estas herramientas analíticas prácticamente no se utilizan en el análisis de compuestos de olor y de aroma, dado que por la volatilidad que presentan estos compuestos resulta de mayor aplicación la cromatografía gaseosa. Se encuentran particularmente adaptadas al estudio de los compuestos menos volátiles que estimulan el sentido del gusto (compuestos asociados con el sabor), y frecuentemente también se utilizan para el fraccionamiento de concentrados de aroma (Bemelmans, 1981) y para detectar compuestos de off-flavor.

· Cromatografía gaseosa (GC)
Constituye la herramienta más utilizada para la separación individual de los compuestos aislados de los alimentos ya que tiene excelente poder de separación y muy buena sensibilidad (Stevenson et al., 1996; Sides et al., 2000). Las diversas polaridades de las fases estacionarias de las columnas cromatográficas permiten seleccionar la más adecuada en función de los analitos en estudio (Mariaca & Bosset, 1997). Los análisis de los extractos por GC proveen información razonablemente clara sobre la composición de los mismos con respecto a la complejidad y a la concentración relativa (Miranda-Lopez et al., 1992). Si bien se pueden emplear distintos métodos de inyección de las muestras, en el caso del estudio de compuestos de flavor, por las bajas concentraciones de los compuestos, el modo splitless es el más utilizado.

Cuando un concentrado de aromas contiene fenoles, ácidos orgánicos y/o bases, es conveniente realizar una separación de los distintos grupos, previo a la inyección de los extractos, mediante una extracción con álcalis o ácidos. Las fracciones ácidas, básicas y neutras resultantes se analizan separadamente. La fracción neutra muchas veces contiene tantos compuestos que se recomienda su fraccionamiento, lo que comúnmente se realiza mediante destilación, cromatografía de gases preparativa o cromatografía líquida de alta performance (Belitz et al., 2004).

I.2.4.4. Identificación de los compuestos

Se encuentran disponibles una serie de detectores acoplados a la cromatografía gaseosa. Uno de los más utilizados es el detector de ionización de llama (FID), el que responde a prácticamente todos los compuestos, tiene gran sensibilidad y provee resultados cuantitativos confiables (Stevenson et al., 1996; Mariaca & Bosset, 1997; Sides et al., 2000). Otros detectores más específicos en sus respuestas son los detectores de captura de electrones para los compuestos halogenados y los detectores fotométricos de llama para los compuestos de azufre o fósforo (Mariaca & Bosset, 1997; Sides et al., 2000). 

Aunque la GC acoplada a un detector se considera básicamente una técnica separativa, se puede utilizar en la identificación de los compuestos, teniendo en cuenta que bajo condiciones operativas constantes los tiempos de retención de los analitos permanecen constantes, y por lo tanto son característicos de los mismos. Debido a que varios compuestos pueden tener el mismo tiempo de retención, muchas veces no es posible una identificación unívoca. Si bien el uso de diferentes fases estacionarias puede resolver el problema, resulta de utilidad calcular índices de retención relativos. Estos índices se obtienen relacionando el tiempo de retención del compuesto desconocido al de compuestos estándares. Muy utilizado es el sistema de índices de retención de Kovats usando n-alcanos como estándares de calibración (Stevenson et al., 1996; Sides et al., 2000).

La combinación de la cromatografía gaseosa y la espectrometría de masas (GC-MS) a partir de 1950 constituyó un punto de inflexión en la investigación analítica y en la identificación de cientos de sustancias aromáticas (Stephan et al., 2000). La espectrometría de masas (MS) resulta indispensable para el conocimiento estructural de los compuestos de flavor. Los espectros de fragmentación de los compuestos individuales se comparan con una base de datos de compuestos (librería de espectros) almacenados en un software. La información que se obtiene son probabilidades que un dado espectro corresponda a determinados compuestos que figuran en la librería. Normalmente una identificación unívoca se logra cuando se conoce su índice de retención (Stevenson et al., 1996).
En el caso de compuestos de estructuras más complejas o isómeros tales como los compuestos con anillos aromáticos, los datos de la MS a menudo resultan ambiguos, siendo posible en esos casos la utilización de infrarrojo y/o resonancia magnética nuclear para dilucidar su estructura (Stevenson et al., 1996).

I.2.4.5. Cuantificación de los compuestos

Para calcular los OAV o determinar las cantidades relativas de los compuestos presentes en el headspace o en un extracto orgánico se requiere contar con un apropiado método de cuantificación (Stephan et al., 2000). 

La cuantificación de los compuestos de flavor es sumamente compleja principalmente por la baja concentración y diversidad química de los analitos y las posibles pérdidas durante el análisis (Werkhoff et al., 2002).

Dos procedimientos son usualmente los más aplicados en la etapa de cuantificación. Uno de ellos se basa en la utilización de estándares internos. Estos estándares internos necesitan cubrir un amplio rango de compuestos y deben estar estrechamente relacionados con las propiedades físicoquímicas (tiempo de retención, grupo funcional y punto de ebullición) de los compuestos a cuantificar (Stephan et al., 2000), por lo que muchas veces resulta difícil contar con los estándares apropiados. El desarrollo de una técnica conocida como ensayos de dilución de isótopos estables (stable isotope dilution assay o SIDA) ha permitido superar estos inconvenientes. La misma se basa en agregar a la matriz compuestos marcados (éstos cumplen la función de estándares internos), de modo que la velocidad de extracción, pérdidas durante el tratamiento de la muestra, factores de respuesta durante la detección, etc., sean similares a aquéllas de las sustancias a ser cuantificadas (Werkhoff et al., 2002; Mariaca & Bosset, 2002; Belitz et al., 2004). Con esta variante se ha logrado un notorio incremento en la exactitud de la cuantificación. La necesidad de sintetizar previamente todos los estándares marcados constituye su principal desventaja (Werkhoff et al., 2002; Stephan et al., 2000).

I.2.4.6. Otros análisis

El estudio completo de los compuestos de flavor de un dado alimento requiere pasos adicionales a los presentados en la Figura I.2. Normalmente interesa conocer aquellos compuestos de incidencia significativa en el aroma y además establecer correlaciones con ciertos atributos del alimento evaluados sensorialmente. Esto requiere aplicar metodologías más específicas tales como la cromatografía gaseosa acoplada a la olfactometría (GC-O) y el análisis sensorial.

· Determinación de los compuestos activos de olor

La percepción de la nariz humana de los compuestos volátiles liberados de los alimentos depende del grado en el cual se separan de la matriz y de las propiedades de olor de los mismos. Como ya se ha mencionado, sólo una pequeña porción de los compuestos del alimento se asocian con su flavor típico. La contribución que realizan los compuestos individuales no necesariamente se asocia con la concentración en la cual se encuentran en el alimento. Distintas experiencias han demostrado que varios compuestos claves del aroma se encuentran presentes en muy bajas concentraciones y su relevancia sensorial, por lo tanto, se deben a sus bajos umbrales de detección (d'Acampora Zellner et al., 2008). De este modo, el perfil de compuestos que se obtiene por GC no necesariamente refleja el aroma del alimento (Blank, 2002) ya que muchas veces los picos cromatográficos de mayores valores de áreas tienen un impacto menor en el aroma del alimento, mientras que los picos más pequeños tienen un significativo impacto en el mismo. Teniendo en cuenta este hecho, el interés de quienes investigan en el área del flavor se ha centrado particularmente en determinar la contribución que realiza cada compuesto al flavor global del producto (d'Acampora Zellner et al., 2008). 

La olfactometría (O) es un grupo de técnicas que utilizan la nariz humana como detector de un GC (Curioni & Bosset, 2002; Smit et al., 2005) y juega un rol clave como una interfase única entre el análisis instrumental y el análisis sensorial. Los analistas perciben individualmente el olor de cada una de las sustancias que eluyen de una columna cromatográfica (Mariaca & Bosset, 1997). Teóricamente la nariz humana puede alcanzar un límite de detección extremadamente bajo para ciertos olores y por lo tanto en algunos casos resulta mucho más sensible que un detector instrumental tal como un detector de ionización de llama (Curioni & Bosset, 2002).
Su aplicación al análisis de los alimentos ha permitido dividir los compuestos volátiles aislados de los mismos en compuestos que tienen alta relevancia en el aroma (compuestos activos de olor) y compuestos con un rol secundario (presumiblemente compuestos no activos de olor) (Stephan et al, 2000). 

Para obtener e interpretar los datos que resultan de la aplicación de la olfactometría a los extractos de aroma se dispone de distintos procedimientos tales como el análisis de dilución de extractos de aroma (AEDA) y el análisis de concentrados de extractos de aroma (AECA). Con estas técnicas ha sido posible establecer descriptores de olor para los compuestos, determinar los compuestos activos de olor y evaluar la incidencia de los mismos en el aroma a través del cálculo de diferentes parámetros tales como los OAV (Stephan et al., 2000). 

Debido a que los datos generados por GC-O tienen una naturaleza sensorial, se considera que los mismos no se pueden presentar y comparar con la misma precisión que otros datos químicos, constituyendo de este modo su principal desventaja (Curioni & Bosset, 2002). Además, un aspecto adicional que se debe verificar es la representatividad de los compuestos de aroma identificados por GC-O, lo que comúnmente se realiza a través de estudios de recombinación de aromas o test de omisión. En los ensayos de recombinación, aquellos componentes identificados como claves del aroma se utilizan para formular un modelo recombinado dentro de una matriz similar al del alimento, comparándose sensorialmente el aroma del mismo con el del alimento real (Curioni & Bosset, 2002; Belitz et al., 2004; d'Acampora Zellner et al., 2008). En los experimentos de omisión se preparan modelos recombinados de aroma en los cuales uno o más compuestos se omiten y a través de test sensoriales de comparación se determina la incidencia que tienen en el aroma aquellos compuestos que no se encuentran presentes (Belitz et al., 2004; d'Acámpora Zellner et al., 2008).

· Análisis Sensorial

La apreciación de los alimentos se realiza fundamentalmente a través de los sentidos y a pesar de la aplicación de procedimientos analíticos instrumentales, cada vez se tiene más conciencia de la necesidad de potenciar métodos analíticos basados en la evaluación sensorial. El análisis de los componentes químicos y de las propiedades físicas de los alimentos aporta información sobre la naturaleza del estímulo que percibe el consumidor pero no sobre la sensación que éste experimenta al ingerirlo (Coste, 2007). 

La evaluación de la calidad sensorial de los alimentos cobra cada día más importancia en la industria alimenticia dado las exigencias de un competitivo mercado actual. El análisis sensorial es un auxiliar de suma importancia para el control y mejora de la calidad de los alimentos ya que a diferencia del análisis fisicoquímico o microbiológico que sólo dan una información parcial acerca de alguna de sus propiedades, permite hacerse una idea global del producto de forma rápida, inclusive brindando información de un aspecto clave: su grado de aceptación o rechazo (Coste, 2007). 

Los paneles sensoriales participan de procesos de control de calidad a través de test descriptivos, pudiendo detectar defectos (off-flavors) y comparar muestras con propósitos de clasificación (Le Quéré & Molimard, 2003). De particular interés resulta correlacionar la presencia de ciertos compuestos con determinados atributos sensoriales de los alimentos definidos por expertos. Por ejemplo, algunos compuestos volátiles identificados en carne de pescado “alterada” tales como el 1-penten 3-ol, la 2,3-pentanodiona, el 1-octen 3-ol y el 2,6-nonadienal se han asociado con ciertos atributos de olor y flavor descriptos como rancio (rancid), a pintura (painty), a pescado (fishy) y a hígado de bacalao (cod-liver like) (Iglesias & Medina, 2008). Estos compuestos se pueden utilizar por lo tanto como marcadores para detectar off-flavor en el pescado. En el caso del aceite de oliva virgen, un importante atributo es el flavor a vegetales verdes (green), habiéndose determinado que ciertos aldehídos y alcoholes de seis átomos de carbono (E-2-hexenal, 3-hexenal, E-2-hexenol, hexanal, etc.) son los principales responsables de esta nota característica (Cavalli et al., 2003). 

I.3. Compuestos de flavor en quesos

I.3.1. Teoría del balance de componentes

Los primeros trabajos sobre flavor realizados en queso Cheddar se basaron en la hipótesis que existía un compuesto o una clase de compuestos que proveían su flavor típico. Debido a que dichos compuestos no se pudieron identificar, en la década de 1950 se propuso la teoría del balance de componentes, según la cual, el flavor de los quesos parece no depender de la presencia y concentración de ningún compuesto en particular, sino de un delicado balance de un gran número de compuestos, los cuales individualmente no reflejan el flavor global (Singh et al., 2003). Es por esta razón que los quesos se encuentran en el grupo cuatro de alimentos de acuerdo a la clasificación realizada por Belitz & Grosh (1996). Sin embargo, para algunas variedades de quesos, se han reconocido algunas clases de compuestos como los principales contribuyentes al flavor de los mismos. Uno de estos casos es el de los quesos azules, donde la presencia de metilcetonas se ha relacionado estrechamente con su flavor característico (Collins et al., 2003). 

Hasta el presente se han identificado más de 600 componentes volátiles en los quesos (Curioni & Bosset, 2002). Sin embargo, existe un acuerdo generalizado que sólo una pequeña fracción de estos compuestos contribuye al flavor (Kubícková & Grosh, 1997; Yvon, 2006). Estos componentes activos de olor parecen depender más del método de extracción utilizado que del tipo de queso mismo. Las diferencias principales que caracterizan a las distintas variedades de queso se encuentran probablemente mucho más relacionadas a diferencias cuantitativas (Curioni & Bosset, 2002).

I.3.2. Origen de los compuestos de flavor en quesos

La maduración de los quesos es un complejo proceso bioquímico a través del cual numerosas reacciones de naturaleza principalmente enzimática producen importantes cambios en la matriz, conduciendo al desarrollo de los apreciados atributos sensoriales que caracterizan a las distintas variedades (Sablé & Cottenceau, 1999).

Los numerosos compuestos que participan en el flavor de los quesos se originan principalmente a partir de cuatro constituyentes presentes originalmente en la leche: lípidos, proteínas, lactosa y citrato. Éstos son metabolizados a través de distintas vías en las que participan la microflora y las enzimas naturales de la leche, el coagulante, los fermentos primarios y secundarios y las bacterias NSLAB (bacterias adventicias que no pertenecen al starter) (Urbach, 1997; McSweeney & Sousa, 2000). Aunque en teoría se encuentran en los quesos muchos compuestos que podrían reaccionar químicamente para formar compuestos de flavor, es probable que las acciones enzimáticas de la microflora presente sean más importantes que las reacciones químicas (Urbach, 1995; Singh et al., 2003). Algunos parámetros físicoquímicos del queso tales como el pH, la actividad acuosa y el contenido de sal dirigen las reacciones bioquímicas. En caso de desviaciones de estos parámetros, los quesos pueden potencialmente desarrollar una textura incorrecta o generar compuestos de off-flavor (Singh et al., 2003).

· Proteólisis

La proteólisis es el evento bioquímico más importante que ocurre en la mayoría de las variedades de quesos durante la maduración (Smit et al., 2005). Inicialmente las caseínas son hidrolizadas preferentemente por acción del coagulante residual retenido en la cuajada y por la plasmina, proteasa natural de la leche, a una serie de péptidos de tamaños intermedios (solubles en agua) y grandes (insolubles en agua). Estos péptidos luego son hidrolizados por proteinasas y peptidasas aportadas por las bacterias del starter, las NSLAB, etc., a péptidos cortos y aminoácidos (McSweeney, 2004).

El perfil de proteólisis (concentración relativa de los distintos péptidos y aminoácidos) y la extensión de la misma (grado en el cual las caseínas y los péptidos son hidrolizados) varían considerablemente entre las distintas variedades de queso. Esto se asocia fundamentalmente a diferencias en las prácticas de manufactura y en las condiciones de maduración que causan variaciones en el contenido de humedad, actividad del coagulante residual, etc. (McSweeney, 2004). Mientras la proteólisis es limitada en el caso de quesos blandos como la Mozzarella, una proteólisis extensa caracteriza otras variedades tales como los quesos madurados por hongos (McSweeney, 2004).

Además de la generación de la textura, la proteólisis juega un rol clave como paso intermedio en la formación de compuestos de aroma. Los aminoácidos liberados son posteriormente catabolizados a una serie de compuestos, muchos de los cuales participan del flavor típicos de los quesos. Por otra parte, la proteólisis contribuye al sabor del queso por la producción de péptidos cortos y aminoácidos (AA) (Marilley & Casey, 2004). Particularmente una de las causas del sabor amargo en los quesos se debe a la presencia de péptidos hidrofóbicos lo que a menudo constituye un defecto (McSweeney, 1997). 

· Lipólisis

A partir de la lipólisis se producen ácidos grasos libres (AGL), algunos de los cuales (los de bajo peso molecular) participan en el flavor en forma directa. Sin embargo, el rol fundamental de los ácidos grasos liberados durante la maduración es ser precursores de numerosos compuestos de aroma (McSweeney & Sousa, 2000; Collins et al., 2003).

La contribución de la lipólisis al aroma varía considerablemente en las distintas variedades de quesos. En el caso de quesos tales como Cheddar, Gouda o tipo suizos, los niveles de lipólisis durante la maduración son bajos (7 a 10mmol de AGL totales/Kg de queso) y su contribución al flavor es pequeña (Svensson et al., 2006). La mayoría de los consumidores de estos quesos suelen considerar niveles moderados de lipólisis ((2%) como defectos de rancidez (Gripon, 1993; Singh et al., 2003). Por otra parte, en quesos azules y tipo smear, la lipólisis es extensa y deseable, necesaria para un correcto desarrollo del flavor (McSweeney & Sousa, 2000; Singh et al., 2003). Hay datos que indican que en los quesos madurados por hongos la extensión de la lipólisis se encuentra entre el 5% y el 20%, superando los 300mmol de AGL totales/Kg de queso (Svensson et al., 2006). Otros quesos que presentan una intensa lipólisis durante la maduración son los elaborados con coagulantes en pasta. En estos quesos los niveles de lipólisis se encuentran entre 30 y 80mmol de AGL totales/Kg de queso (Svensson et al., 2006).

La lipólisis tiene poca influencia en la producción de compuestos de sabor, aunque variaciones en las concentraciones de los AGL pueden contribuir en algún grado al sabor ácido del queso (McSweeney, 1997).

· Metabolismo de la lactosa residual, lactato y citrato

Otra vía metabólica importante en la generación de compuestos de flavor es la que involucra a la lactosa y al citrato. 

La lactosa residual es principalmente transformada en lactato durante los primeros estadíos de la maduración por las bacterias del fermento primario o por las NSLAB (McSweeney, 2004). El lactato producido es un importante substrato para una amplia gama de reacciones que pueden ocurrir en los quesos. Los productos generados dependen de la microflora presente y de ciertos parámetros físicoquímicos del queso. Entre los posibles productos se encuentran el ácido etanoico, acido propanoico, ácido butanoico y etanol. Por otra parte, un intermediario en la degradación de la lactosa es el piruvato, el cual puede ser alternativamente transformado en compuestos de importancia para el aroma tales como la 2,3-butanodiona (diacetilo), 3-hidroxi 2-butanona (acetoína), ácido etanoico, etanol, etanal (acetaldehído), 2,3-butanodiol, etc. (Marilley & Casey, 2004; Smit et al., 2005; Yvon, 2006). El metabolismo de la lactosa también puede influenciar el sabor, principalmente por la producción de ácido láctico y su subsecuente degradación (McSweeney, 1997). En quesos Emmental y madurados superficialmente por hongos tales como el Brie y el Camembert, el metabolismo del lactato es esencial en el desarrollo del flavor característico (McSweeney, 2004).

El citrato es metabolizado por microorganismos específicos a distintos productos de aroma de los cuales el de mayor importancia es el diacetilo. En quesos tipo Dutch, el metabolismo del citrato contribuye marcadamente a su flavor típico (McSweeney, 2004).

· Catabolismo de los aminoácidos y de los ácidos grasos libres

Los aminoácidos (AA) liberados en el curso de la proteólisis son los principales precursores de compuestos de flavor en muchas de las variedades de quesos (Marilley & Casey, 2004; Yvon, 2006). Los AA (fundamentalmente azufrados, ramificados y aromáticos) sufren distintas reacciones catabólicas que involucran transaminaciones, decarboxilaciones, desaminaciones, dehidrogenaciones, etc. Entre los principales compuestos generados a partir de estas vías metabólicas se encuentran los aldehídos, alcoholes, ácidos, ésteres y compuestos azufrados (Wallace & Fox, 1997; McSweeney, 2004; Marilley & Casey, 2004; Smit et al., 2005).

Los ácidos grasos libres (AGL) liberados por la lipólisis son sustratos de reacciones enzimáticas que originan una amplia gama de compuestos de flavor de enorme importancia para muchas variedades de quesos (Marilley & Casey, 2004). Entre los principales metabolitos secundarios que resultan de la lipólisis se incluyen las metilcetonas, ésteres, alcoholes secundarios y lactonas (Collins et al., 2003).

Una representación de las principales rutas metabólicas a partir de las cuales se generan los compuestos de flavor en los quesos se muestra en la Figura I.3.
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Figura I.3: Vías metabólicas que conducen a la formación de compuestos de flavor

La superficie gris indica compuestos que aportan notas aromáticas  (Fuente: Marilley & Casey, 2004)

I.3.3. Estudio de los compuestos de flavor de los quesos

      El estudio del perfil de compuestos de aroma y sabor y la evaluación de la incidencia que éstos tienen en cada tipo de queso, son aspectos de gran complejidad. Esto se traduce en las numerosas publicaciones que abordan estas cuestiones y en la divergencia y complementariedad de muchos de los datos aportados por los distintos investigadores. Es necesario por lo tanto, efectuar una revisión de los distintos procedimientos y metodologías que se han empleado específicamente para el estudio de los compuestos de flavor en quesos y de los resultados que se han obtenido en dichos trabajos. 

I.3.3.1. Procedimiento de muestreo de los quesos

El muestreo de los quesos previo a la aplicación de alguna de las metodologías de extracción de los compuestos es una etapa a la cual debe prestarse particular atención. La matriz de queso suele presentar una importante heterogeneidad respecto a su composición química, la cual es máxima en el caso de los quesos madurados por hongos. Gobbetti et al. (1997) informaron diferencias en los valores medios de los distintos parámetros de composición global, niveles de proteólisis y de lipólisis durante la maduración de quesos azules Gorgonzola si se analiza la parte central del queso (con un mayor desarrollo del hongo) o la zona bajo la corteza. Otro interesante estudio se realizó en el queso azul Stilton para analizar de qué manera se ven afectados los perfiles de compuestos volátiles si se analiza la corteza exterior, la zona azul o las partes blancas del mismo (Gkatzionis et al., 2009). Se observó que la zona azul donde desarrolla el hongo y la corteza presentaron mayores niveles de cetonas mientras la parte blanca contuvo mayores niveles de alcoholes y de aldehídos. Es importante por lo tanto que la muestra de queso a analizarse sea representativa del mismo. 

Una práctica común involucra la remoción de la corteza, el congelamiento del queso en nitrógeno líquido, la reducción a un tamaño de partícula adecuado con un procesador de alimento operando a baja temperatura y la posterior homogeinización. Una alícuota de ese polvo se utiliza en etapas subsiguientes del estudio. Para algunos procedimientos de extracción, el polvo se puede dispersar y homogeneizar en agua pura ajustando el pH de ser necesario (Mariaca & Bosset, 1997; Le Quéré & Molimard, 2003). 

No obstante, en los distintos trabajos consultados cada investigador adopta un procedimiento acorde al tipo de queso en estudio y a la metodología de aislamiento que aplicará posteriormente. Por ejemplo, para el estudio de compuestos volátiles en un queso duro tipo grana como el Parmigiano Reggiano, Bellesia et al. (2003), propusieron como método de muestreo tomar dos porciones idénticas a partir de las mismas posiciones geométricas en el queso (tamaño de cilindro estándar: diámetro aproximado de 70cm, altura aproximada de 30cm) para minimizar efectos de diferencia en la difusión de oxígeno y en la consistencia de la pasta. Por otra parte, para el estudio de quesos azules, Frank et al. (2004) luego de extraer 2cm de corteza, cortaron el queso en cuñas de modo de tomar muestra tanto de la zona interna del queso como de la externa. Luego estas piezas se cortaron en cubos pequeños los cuales fueron reducidos hasta un polvo homogéneo operando bajo N2 líquido. 

Otra consideración importante es mantener las muestras de queso procesadas a una temperatura adecuada hasta el momento del análisis, eligiéndose para ello normalmente la temperatura de -18ºC. 

I.3.3.2. Métodos utilizados en el aislamiento de los compuestos de los quesos

Todos los procedimientos de extracción usados para aislar los compuestos de flavor a partir de la matriz del queso deberían permitir el análisis de aquéllos que se encuentran presentes en cantidades de trazas, minimizando pérdidas y previniendo modificaciones o formación de artifacts (Le Quéré & Molimard, 2003). La amplia diversidad de propiedades físicas y químicas de los compuestos involucrados en el aroma del queso, la complejidad de la matriz de queso y las interacciones entre moléculas aromáticas y los componentes de la matriz son las razones por las cuales no existe un método de extracción ideal (Molimard & Spinnler, 1996; Verzera et al., 2004). 

La mayoría de los métodos de aislamiento de compuestos de los alimentos mencionados en I.2.4.2., se han aplicado al estudio de las distintas variedades de quesos. En los trabajos publicados en este tema, los investigadores fundamentan la elección de un dado método luego de discutir de un modo teórico las ventajas y desventajas asociadas a las distintas metodologías disponibles o en forma experimental aplican simultáneamente dos o más métodos de aislamiento de compuestos a las muestras de quesos a fin de extraer conclusiones sobre la conveniencia de uno o de otro.

A continuación se presenta un breve resumen de la información relacionada con este punto.

· Métodos de destilación

Actualmente los métodos de destilación con vapor a presión atmosférica acompañados de una posterior extracción con solventes y concentración del extracto, se encuentran prácticamente en desuso. Entre los inconvenientes que presentan pueden mencionarse las posibles degradaciones térmicas de los compuestos lábiles, y asociados con el empleo de solventes se observan bajas recuperaciones de algunos compuestos, enmascaramiento de analitos por el pico del solvente e introducción de contaminantes con el solvente (Curioni & Bosset, 2002, Lee et al., 2003; Le Quéré & Molimard, 2003). 

La variante que utiliza sistema de alto vacío, por su parte, aún se emplea en el análisis de quesos, combinada con la extracción por solventes y otras técnicas de concentración. Entre las razones de su elección se encuentra el amplio espectro de compuestos que se obtiene ya que favorece la extracción de los compuestos menos volátiles, principalmente los ácidos, aldehídos, cetonas y ésteres de elevados PM (Lecanu et al., 2002; Marilley & Casey, 2004) existiendo además un menor riesgo de degradación térmica de la muestra (Curioni & Bosset, 2002, Lee et al., 2003; Le Quéré & Molimard, 2003). Entre las desventajas que presenta pueden mencionarse que requiere equipamiento delicado y grandes cantidades de muestra, utiliza solventes durante en la etapa de extracción de los destilados acuosos e insume mucho tiempo (Vandeweghe & Reineccius, 1990; Curioni & Bosset, 2002; Frank et al., 2004). Usando destilación al vacío se informó que no fueron observados picos importantes en el aroma de los quesos tipo smear ya sea por solapamiento con el pico del solvente o por pérdidas durante el proceso de extracción (Lecanu et al., 2002).

Su aplicación se ha reportado en el estudio de quesos tipo smear (Lecanu et al., 2002), Grana Padano (Moio & Addeo, 1998), Parmigiano Reggiano (Qian & Reineccius, 2002a), quesos madurados por hongos (Kubícková & Grosch, 1997; Moio et al., 2000; Trihaas et al., 2005) y Cheddar (Vandeweghe & Reineccius, 1990).

· Técnicas de destilación molecular 

Han sido poco empleadas en el estudio de compuestos de flavor en quesos, posiblemente debido al elevado costo del dispositivo y a no tenerse ventajas adicionales respecto a otras técnicas de destilación y extracción. Se encontró reportado un trabajo donde se aplicó al análisis de muestras de quesos azules franceses (Roquefort, Bleu des Causses y Bleu d´Auvergne) (Gallois & Langlois, 1990). 

· Extracción directa

Esta técnica de aislamiento se ha aplicado al estudio de quesos Gouda (Alewijn et al., 2003), Danish Blue (Alewijn et al., 2003) y Cheddar (Vandeweghe & Reineccius, 1990; Alewijn et al., 2003). En estos estudios se utilizó el acetonitrilo como solvente de extracción.

Los equipos de extracción directa a microescala ofrecen una alternativa rápida, simple y económica, pero tienen la desventaja de requerir temperaturas elevadas que conducen a la pérdida de los componentes muy volátiles y generación de artifacts (Frank et al., 2004). Muchos de los solventes utilizados son tóxicos, pueden introducir contaminantes y disuelven la fase grasa además de enmascarar analitos (Curioni & Bosset, 2002). Aplicando esta metodología se han obtenido extractos representativos del aroma global del queso (Wardeweghe & Reineccius, 1990).

· Extracción con fluidos supercríticos (SFE)

Pocos trabajos han informado del empleo de esta metodología en quesos. Entre éstos puede mencionarse la aplicación al estudio del aroma en quesos Idiazábal (Larráyoz et al., 1999) y Roncal (Larráyoz et al., 2000).

Los métodos de extracción de fluídos supercríticos (SFE) utilizando CO2, evitan los problemas asociados con el uso de solventes orgánicos, pero se encuentran limitados en sus aplicaciones a muestras con bajos contenidos grasos (Curioni & Bosset, 2002). De acuerdo a Le Quéré & Molimard (2003), esta técnica de extracción no presenta ninguna ventaja comparada con los métodos de destilación al vacío.

· Método de extracción-destilación simultáneas (SDE)

La SDE se ha aplicado extensamente al aislamiento de compuestos de flavor en quesos. Este método permite extraer compuestos de mayor PM en quesos respecto a las técnicas de headspace pero con pérdidas de algunos de los compuestos más volátiles (Barbieri et al., 1994; Alewijn et al., 2003). Además, ciertos compuestos pueden sufrir degradaciones térmicas y aparecer artifacts, a menos se opere a presión reducida (Le Quéré & Molimard, 2003). 

Esta metodología de aislamiento se ha utilizado en el estudio de quesos elaborados con leche de oveja tales como Roncal, Pecorino Sardo, Pecorino Romano, Canestrato Pugliese y Fiore Sardo (Larráyoz et al., 2001; Di Cagno et al., 2003), quesos semiduros de leche de cabra (Poveda et al., 2008), Gamonedo (Gonzalez de Llano et al., 1990), Mahón (Escriche et al., 1999), Parmesano (Barbieri et al., 1994), Gouda (Dirinck & De Winne, 1999; Van Leuven et al., 2008) y Emmental (Dirinck & De Winne, 1999).

· Headspace estático (HS)

Esta metodología se ha empleado para la caracterización de quesos Limburger (Parliment, 1982), Camembert (Pérès et al., 2002), Cheddar (O(Riordan & Delahunty, 2003) y Parmigiano Reggiano (Qian & Reineccius, 2003b); para el aislamiento de compuestos de azufre en quesos azules franceses (Roquefort, Bleu des Causses y Bleu d'Auvergne) (Gallois & Langlois, 1990), para analizar los cambios en la fracción volátil de quesos Majorero (Castillo et al., 2007) y en el estudio del perfil de compuestos volátiles en quesos Afuega(l Pitu (Fernández-García, 1996), entre otros.

Su aplicación se encuentra limitada a los compuestos más volátiles por lo que sólo es posible caracterizar una parte de la fracción aromática de los quesos (Curioni & Bosset, 2002; Marilley & Casey, 2004). La cuantificación resulta reproducible (Alewijn et al., 2003). Tiene las ventajas de reducir considerablemente el tiempo de análisis y preparación de las muestras, no utilizar solventes y de ser de fácil implementación (Fernández-García, 1996; Pérès et al., 2002, Marilley & Casey, 2004). La fracción extraída por HS provee un perfil de compuestos volátiles similar al percibido por la nariz (Fernández-García, 1996; Chin et al., 1996). 

· Headspace dinámico (HD) o Purga y trampa (P&T)

Esta herramienta de aislamiento se ha empleado en el estudio de compuestos volátiles en quesos grana (Barbieri et al., 1994; Bellesia et al., 2003, Qian & Reineccius, 2002b; Qian & Reineccius, 2003a; Boscaini et al., 2003), azules (Contarini & Toppino, 1995; Qian et al., 2002), La Serena (Carbonell et al., 2002), Roncal (Izco & Torre, 2000; Larráyoz et al., 2001; Barron et al., 2005), Pecorino Sardo (Larráyoz et al., 2001), Fiore Sardo (Larráyoz et al., 2001), Manchego (Mallia et al., 2005; Barron et al., 2005), Gruyére (Mallia et al., 2005), Ragusano (Mallia et al., 2005), Zamorano (Barron et al., 2005), Cheddar (Arora et al., 1995; Hannon et al., 2007), Egyptian Ras (Ayad et al., 2004), Idiazábal (Barron et al., 2005) y Domiati (Collin et al., 1993), entre otros. 

Este procedimiento se ha aplicado satisfactoriamente al análisis del aroma de los quesos ya que se considera una técnica con reducido tiempo de preparación de las muestras (Carbonell et al., 2002), con alta sensibilidad lo que permite el análisis de componentes traza (Izco & Torre, 2000; Carbonell et al., 2002, Qian & Reineccius, 2003a) y de un riesgo limitado de formación de artifacts (Carbonell et al., 2002). Entre las desventajas que se han observado pueden mencionarse que requiere de un equipamiento específico, que no puede ser fácilmente automatizado y que tiene menor reproducibilidad que el headspace estático (Lee et al., 2003; Frank et al., 2004). Además, si el arrastre se realiza un corto tiempo tiende a enriquecerse selectivamente el headspace con el componente más volátil y contrariamente, usando extracciones prolongadas (por ej., horas), pueden sobreestimarse compuestos con baja volatilidad (Curioni & Bosset, 2002). También se ha señalado como una metodología poco adecuada en el análisis de compuestos derivados de la materia grasa (Alewijn et al., 2003).

· Microextracción en fase sólida (SPME)

Esta metodología se ha empleado en el estudio de la fracción volátil de quesos Cheddar (Chin et al., 1996; Frank et al., 2004) Parmigiano Reggiano (Bellesia et al., 2003; Lee et al., 2003; Frank et al., 2004), Grana Padano (Frank et al., 2004), quesos madurados por hongos (Pérès et al., 2001; Frank et al., 2004; Vítová et al., 2006; Hayaloglu et al., 2008), quesos tipo “smear” (Lecanu et al., 2002), quesos tipo suizos (Chin et al., 1996), Provola dei Nebrodi (Verzera et al., 2004; Ziino et al., 2005), Manchego (Mallia et al., 2005), Gruyére (Mallia et al., 2005), Ragusano (Mallia et al., 2005), Terrincho (Pinho et al., 2003), quesos de oveja de origen italiano (Chin et al., 1996; Coda et al., 2006; Randazzo et al., 2008), entre otros. 

Es una técnica de bajo costo y requiere un equipo relativamente simple. Puede ser automatizada y provee un método rápido, libre de solvente para la concentración de compuestos de aroma en quesos (Frank et al., 2004; Verzera et al., 2004; Ziino et al., 2005). La selectividad de las fibras hacia ciertos compuestos químicos y la pérdida de robustez, son los factores que limitan este método. Además, la reproducibilidad puede no ser buena de una muestra a otra debido al uso prologando de la fibra y a ligeras diferencias que pueden existir entre una fibra y otra (Marilley & Casey, 2004). La cuantificación resulta una etapa compleja (Alewijn et al., 2003).

I.3.3.3. Métodos de separación, identificación y cuantificación de los compuestos

La cromatografía líquida (LC) resulta útil para monitorear simultáneamente las concentraciones de los ácidos orgánicos, diacetilo y acetoína presentes en los quesos. La cromatografía líquida de alta performace (HPLC) se adapta al estudio de las vías glicolíticas y fermentativas y al análisis de los primeros intermediarios en la degradación de los aminoácidos y a los ácidos carboxílicos derivados de los cetoácidos (Marilley & Casey, 2004). También se ha empleado en la caracterización de la fracción soluble en agua de diferentes quesos (Cabrales, Idiazábal, Mahón, Manchego, Roncal) (Taborda et al., 2003) y se considera de utilidad para el estudio de off-flavors causados por compuestos no volátiles tales como los péptidos amargos.

En los distintos estudios realizados sobre el perfil de compuestos de aroma en quesos se utiliza la cromatografía gaseosa acoplada fundamentalmente a un detector de ionización de llama (GC-FID) o a un espectrómetro de masas (GC-MS) (Le Quéré & Molimard, 2003). Sin embargo, si bien la GC-MS es una metodología útil para identificar y cuantificar sustancias responsables del flavor, no permite establecer si tales compuestos son o no compuestos activos de olor (Curioni & Bosset, 2002). 

La cuantificación de los compuestos de flavor en quesos es una etapa compleja debido a las bajas concentraciones de los compuestos y a la pobre reproducibilidad que se obtiene si no se extreman los cuidados durante el análisis. Normalmente se requieren estándares internos apropiados para una adecuada cuantificación (Qian & Reineccius, 2003a).

I.3.3.4. Determinación de compuestos activos de olor en los quesos
Las diversas técnicas de cromatografía gaseosa-olfactometría (GC-O) han resultado muy útiles para la identificación de compuestos activos de olor en quesos. Sin embargo, los resultados que se han obtenido con la aplicación de estas técnicas a muestras de quesos (descriptores de olor, valores de concentración umbral, etc.) indican que existe un alto grado de variabilidad en los mismos, por lo que su comparación resulta dificultosa y a veces es una tarea imposible de llevar a cabo. Las diferencias que se observan para un mismo tipo de queso pueden deberse a los distintos métodos de extracción y técnicas de GC-O usados para evaluar los datos o a una selección variable de los descriptores adoptados por los panelistas. Además, como generalmente para estos ensayos se emplea un reducido número de evaluadores, se pueden introducir errores estadísticos (Curioni & Bosset, 2002). Es por esto, que a pesar de los avances logrados en esta área falta mucho por conocer respecto a los compuestos claves o de mayor incidencia en la mayoría de las variedades de quesos (d´Acampora Zellner et al., 2008). 

A la fecha, los compuestos que se han señalado como activos de olor en los quesos forman una lista muy extensa (Urbach, 1997) y en ella se encuentran compuestos pertenecientes a los distintos grupos químicos (cetonas, ácidos grasos, compuestos fenólicos, compuestos azufrados, compuestos nitrogenados, ésteres, lactonas, entre otros) (Curioni & Bosset, 2002). 

Distintas técnicas de GC-O se han aplicado al estudio de quesos Parmigiano Reggiano (Qian & Reineccius, 2002a; 2002b; 2003a; 2003b; Boscaini et al., 2003), Grana Padano (Boscaini et al., 2003); Grana Trentino (Boscaini et al., 2003), Ragusano (Mallia et al., 2005), Camembert (Kubícková & Grosch, 1997), azules (Moio et al., 2000; Qian et al., 2002), Gruyere (Mallia et al., 2005), Cheddar (Arora et al., 1995) y Manchego (Mallia et al., 2005), entre otros. 

Uno de los objetivos de identificar los compuestos claves de los aromas de los quesos se encuentra en el interés por reproducir flavors sintéticos que resulten similares a los naturales. Aunque muchos intentos se han realizado, pocos estudios han tenido éxitos y los mismos se han llevado a cabo fundamentalmente en quesos azules. En este caso se observó que se requiere la mezcla de varios compuestos para lograr un flavor de queso azul típico (Anderson & Day, 1966). Por otra parte, en el caso del queso Cheddar, un tipo de queso muy estudiado y caracterizado, hasta el presente no se ha logrado reproducir su flavor con el empleo de compuestos puros en sistemas modelos (Singh et al., 2003). 

I.3.3.5. Análisis sensorial de quesos

La caracterización sensorial de cada queso en particular requiere establecer los atributos que serán evaluados y los descriptores que caracterizan los mismos. Expresar las sensaciones que resultan de degustar un queso con palabras resulta muy complejo y en general se encuentran definidas familias de términos para describir atributos de olor, aroma y sabor. Por ejemplo, para aromas y olores de los quesos, se han establecido términos tales como lácticos, vegetales, florales, frutados, torrefactos, a animales, etc. Para atributos de flavor se emplean términos tales como frutal, a crema, a manteca, floral, pungente, a hongos, a nueces, etc. Para el sabor específicamente se utilizan vocablos tales como dulce, amargo, salado y ácido. 

La herramienta analítica a través de la cual se seleccionan los atributos sensoriales de los quesos, se determina la forma de evaluarlos y se acuerda el vocabulario para definir cada uno de los descriptores, se conoce como análisis sensorial descriptivo. Si además se emplean escalas para dar intensidades de dichos descriptores, el análisis se conoce como análisis sensorial descriptivo cuantitativo (QDA). En esta técnica un panel de 6 a 12 personas se entrenan para identificar y cuantificar aspectos sensoriales de los quesos como la apariencia, aroma, flavor y textura, entre otros (Singh et al., 2003).

El análisis descriptivo se considera la herramienta sensorial más poderosa en el campo de la industria láctea y en la investigación del flavor de quesos (Singh et al., 2003; Le Quéré & Molimard, 2003). De acuerdo a Le Quéré & Molimard (2003) el primer paso para el estudio del flavor de los quesos debería ser el análisis descriptivo cuantitativo. Esta evaluación permite establecer el perfil sensorial de las muestras midiendo los descriptores del flavor los que pueden ser luego correlacionados con los compuestos aislados en etapas posteriores del estudio. Esta correlación entre descriptores sensoriales y compuestos volátiles identificados en las muestras de quesos, resulta de mucho interés y se realiza normalmente con el empleo de técnicas estadísticas multivariadas. Lawlor et al. (2002) en quesos duros tipo suizos estableció correlaciones entre ocho atributos de flavor y distintos parámetros fisicoquímicos, AA, AGL y compuestos volátiles. Por ejemplo, el flavor a nueces (nutty) se correlacionó en forma directa con las concentraciones de ácido propanoico, acetato de etilo, 2-pentanona y 2-hexanona. 

I.4. Quesos azules y tipo grana

Los quesos azules y tipo grana son dos variedades de quesos muy apreciados en todo el mundo. Los mismos presentan características organolépticas completamente diferentes, las que se encuentran asociadas fundamentalmente a las distintas tecnologías y a los microorganismos que participan de sus procesos de maduración. El excelente nivel de calidad que han alcanzado estos productos ha sido posible gracias a las numerosas investigaciones científicas llevadas a cabo no sólo en la puesta a punto de las tecnologías sino en la caracterización fisicoquímica y microbiológica y en el completo y profundo estudio del proceso de maduración que involucra fundamentalmente la proteólisis, lipólisis y el perfil de compuestos de flavor.

En nuestro país y particularmente en nuestra región, la industria láctea es un sector muy importante dentro de sus actividades productivas. En las últimas décadas los quesos han experimentado notorias mejoras en su calidad y actualmente, algunas variedades tales como el Reggianito Argentino (representante del grupo de los quesos tipo grana) se comercializan en un mercado internacional fuertemente competitivo. Por su parte, aunque los quesos azules no alcanzan la popularidad de otras variedades, son muy apreciados por sectores específicos del mercado, fundamentalmente consumidores que gustan de aromas y sabores particulares.

I.4.1. Quesos azules

 I.4.1.1. Características

Dentro de esta categoría se incluyen aquellos quesos que tienen como principales características las de poseer una textura semiblanda y un proceso de maduración del cual participan activamente diferentes cepas de hongos. A estos quesos se los suele denominar como quesos blandos madurados, quesos madurados por hongos o más comúnmente, quesos azules. El desarrollo del hongo en toda la matriz del queso otorga a los mismos las vetas de color verdoso o azulado.

Dentro de las especies de hongos se encuentran principalmente las del género Penicillium y más específicamente el Penicillium roqueforti y el Penicillium glaucum. En algunas variedades de quesos azules estas especies crecen en el queso naturalmente, mientras que en otras los esporos del hongo se adicionan a la leche de elaboración o a la cuajada antes del prensado (Fernández-Salguero, 2004).

En la elaboración de los quesos azules se puede utilizar leche cruda o pasteurizada, la cual debe ser homogeneizada con el propósito de incrementar el proceso de lipólisis alcanzando de este modo características organolépticas más acentuadas (Fernández-Salguero, 2004). 

Si bien los quesos producidos con leche cruda tienen una microflora muy compleja, en los quesos azules el Penicillium spp representa uno de los principales grupos microbianos e influencia marcadamente la maduración. La extensa proteólisis y lipólisis que conducen al desarrollo de un flavor, aspecto y textura característicos (Lawlor et al., 2003), se deben fundamentalmente a las actividades enzimáticas de los hongos, jugando la restante microflora un rol complementario en el desarrollo de las propiedades sensoriales (Fernández-Salguero, 2004). 

Aunque hasta hace algunos años muchas variedades de quesos azules europeos se elaboraban a partir de leche cruda sin la adición de cultivos starter, actualmente se observa una creciente industrialización con el uso de leche pasteurizada y la adición de cultivos starters específicos. El control de la velocidad de acidez y los valores que este parámetro alcanza son muy importantes dado que posibilita la acción del coagulante, mejora el drenado del suero, gobierna el flavor y textura del queso y controla la flora indeseable. Los microorganismos seleccionados como starters dependen de las variedades. Por ejemplo, para producir un queso con algunas aperturas en la masa tales como el Stilton, se utilizan para la producción de gas y de flavor distintas cepas de Lactococcus lactis subsp. lactis, Lactococcus lactis subsp. cremoris y Lactococcus lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis (Fernández-Salguero, 2004).

La selección de las cepas de Penicillium roqueforti para la elaboración de quesos azules frecuentemente se basa más en la experiencia que en estudios rigurosos de sus características tecnológicas tales como las actividades enzimáticas (Larsen et al., 1998). Algunas investigaciones llevadas a cabo con diferentes cepas de Penicillum indican importantes diferencias en sus actividades proteolíticas y lipolíticas (Lopéz-Díaz, et al., 1996; Larsen, et al., 1998; Larsen & Jensen, 1999). 

Muchos tipos de quesos azules se conocen mundialmente entre los que pueden mencionarse: Bleu d(Auvergne,  Bleu de Bresse y Roquefort (Francia), Blue Shropshire, Blue Stilton y Huntsman (Inglaterra), Cashel Blue (Irlanda), Danish Blue (Dinamarca), Gorgonzola (Italia), Cabrales, Picón Bejes-Tresviso y Gamonedo (España), Bavarian Blue y Edelpilzkäse (Alemania).

I.4.1.2. Producción nacional de quesos azules

La producción total de quesos durante el año 2006 en la Argentina fue de 46600 toneladas, de las cuales aproximadamente el 52% correspondió a los quesos blandos. Dentro de esta categoría, los quesos azules representaron una pequeña proporción alcanzando una cifra aproximada a las 441tn. Muchas marcas comerciales se encuentran en el mercado, de las cuales unas pocas corresponden a empresas líderes, lo que hace de los quesos azules un producto con características artesanales. 

I.4.1.3. Tecnología de elaboración de quesos azules en Argentina

En nuestro país los quesos azules se elaboran con leche de vaca pasteurizada y estandarizada en materia grasa (3.2 a 3.3%), la que se obtiene mezclando leche descremada con crema de leche homogeneizada al 12%. La adición del fermento primario (cultivos de bacterias lácticas específicas) y los esporos de Penicillium roqueforti se realiza previo a la coagulación de la leche, proceso que se lleva a cabo empleando cuajo de bovino adulto o enzimas coagulantes obtenidas por ingeniería genética. 

Distintas cepas de Penicillium roqueforti (PR1, PR3, PR4, PR G1, PR G2, PR G3) se comercializan en nuestro país para la elaboración de quesos azules. Una comparación de algunas de las cepas respecto a sus características tales como aspecto, propiedades lipolíticas y proteolíticas y al aporte en el desarrollo de textura, sabor y olor en los quesos se presentan en las Tablas I.1 y I.2 (Fuente: Chr. Hansen Argentina, Monroe 1295, (B1878GVO) Quilmes, Bs As).

	PR1
	PR3
	PR4

	· Verde-azulado pálido
	· Verde brillante
	· Verde azulado

	· Proteolisis muy baja
	· Alta proteolisis
	· Alta proteolisis

	· Lipólisis media
	· Lipólisis media
	· Lipólisis media


Tabla I.1: Comparación de algunas características de las cepas de P. roqueforti
	PR1
	PR3
	PR4

	· Suave
	· Aroma fuerte
	· Aroma medio

	· Textura firme
	· Textura muy cremosa
	· Textura muy cremosa


Tabla I.2: Comparación de propiedades de sabor, aroma y textura de las cepas de P. roqueforti
Luego del corte de la cuajada, la misma se dispone en los moldes donde tiene lugar una alta acidificación. El drenado de suero se realiza en forma natural, sin prensado, a fin de obtener una pasta con aberturas mecánicas las cuales facilitan posteriormente la perforación de la masa. El pH en los moldes alcanza valores de 5.1. El paso siguiente consiste en el salado en seco de los quesos, proceso que se realiza empleando NaCl en una cantidad aproximada de 500g de sal por molde. Después de los 10 o 12 días de elaboración, los quesos son perforados con agujas especiales para permitir el ingreso de aire al interior de la masa y posibilitar el desarrollo del hongo. La etapa de maduración se realiza a una temperatura por debajo de los 15ºC y un tiempo no inferior de 35 días es necesario para que el producto adquiera sus particulares características. Normalmente se comercializan con un tiempo de maduración 45 a 60 días. 

I.4.1.4. Características de los quesos azules de origen argentino
De acuerdo a la Resolución MERCOSUR (Artículo 627 - Res Conj. SPyRS y SAGPA N° 33/2006 y N° 563/2006) los quesos azules de origen argentino se caracterizan por una consistencia semidura desmenuzable o semiblanda pastosa. Presentan una textura abierta, con hongos distribuidos de manera razonablemente uniforme y vetas características de color verde, verde azulado o verde grisáceo (Figura I.4).
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Figura I.4: Aspecto característico de los quesos azules argentinos

La pasta es de color blanco o blanco amarillento uniforme. La corteza es rugosa, sin rajaduras e irregular. Eventualmente pueden presentar una untuosidad superficial de color ligeramente parduzco y/o un incipiente desarrollo de hongos y/o de levaduras subsidiarias. Eventualmente podrán presentar algunos ojos pequeños y diseminados y/o algunas aberturas (ojos mecánicos). Poseen sabor picante, salado, característico y un olor acentuado. Los quesos tienen forma cilíndrica con una alta relación altura/diámetro y se comercializan en hormas que en promedio tienen unos 3Kg. 

I.4.1.5. Estudios realizados sobre la caracterización de quesos azules argentinos

A pesar de los avances logrados en el área de la tecnología de producción de los quesos azules, se han investigado pocos aspectos relacionados con la maduración, disponiéndose a la fecha de algunos datos correspondientes al proceso de lipólisis (Bernal et al., 1998; Perotti, 1999). No se encuentra publicada ninguna información de composición fisicoquímica, proteólisis y perfil de compuestos volátiles 


I.4.2. Quesos tipo grana

I.4.2.1. Características 

Los quesos tipo grana son una variedad de quesos duros y extraduros caracterizados por una estructura granular y quebradiza. 

Los más populares y reconocidos mundialmente son los quesos de origen italiano Parmigiano Reggiano y Grana Padano, apreciados fundamentalmente por su característico flavour de tipo frutado (fruity) y cremoso (creamy) (Boscaini et al., 2003). Se elaboran en determinadas regiones de Italia a partir de leche de vaca cruda y parcialmente descremada (por afloramiento natural de la crema) siguiendo un estricto protocolo de manufactura establecidos por los respectivos Consorcios de Tutela. La utilización de suero fermento natural aporta una composición microbiana compleja, fundamentalmente bacterias lácticas termófilas del género Lactobacillus que son los principales agentes proteolíticos durante la maduración junto con las bacterias nativas de la leche (Battistotti & Corradini, 1993). Durante la elaboración la cuajada tiene una etapa de cocción a 53-55ºC, realizándose luego un prensado de la masa y un salado en salmuera. 

El lugar de origen, la alimentación de los animales y el protocolo de elaboración son los principales factores que determinan las particularidades únicas de esta variedad (Boscaini et al., 2003). Tanto la proteólisis como una lipólisis acentuada definen sus características finales y distintivas (Gripon, 1993; Malacarne, et al., 2006). El tiempo de maduración en el Parmigiano Reggiano comúnmente es de 24 meses mientras en el Grana Padano usualmente alcanza los 18 meses. Ambos quesos tienen desde hace muchos años denominación de origen controlada (DOC).

El queso Reggianito fue desarrollado en nuestro país por inmigrantes italianos a fines del siglo XIX y comienzos del siglo XX inspirado en los quesos duros italianos, pero fue sufriendo transformaciones al adaptarse a las materias primas y condiciones medioambientales de la región que originaron un producto con características propias (Candioti et al., 2002).

I.4.2.2. Producción nacional de quesos Reggianito

Los quesos duros representan el 14% de la producción de quesos de nuestro país. El queso Reggianito es uno de los quesos argentinos mejor conocidos en el exterior, dado que el país ha realizado importantes exportaciones principalmente a los Estados Unidos de Norteamérica. La fuerte competencia internacional ha llevado a que su calidad haya sido mejorada y uniformada de modo importante en los últimos años (Zalazar et al., 1999).

I.4.2.3. Tecnología de elaboración de quesos Reggianito

La tecnología de elaboración es una adaptación de la tecnología italiana utilizada en los quesos Grana Padano y Pamigiano Reggiano, aunque el Reggianito posee características propias tales como un formato de comercialización más pequeño y un tiempo de maduración más corto que los quesos italianos (Montero et al., 2002).

De acuerdo al Protocolo de Calidad para Queso Reggianito (resolución SAGPyA Nº 16/2008), estos quesos se elaboran a partir de leche de vaca pasteurizada y estandarizada en materia grasa (2.2 y 2.4%). Luego de la pasteurización de la leche la misma se mantiene a una  temperatura entre 31 y 34ºC y se procede mediante agitación constante y continua a la adición del fermento y del cloruro de calcio. Como fermento primario se utiliza exclusivamente suero fermento natural (Hynes et al., 2003), el que se encuentra compuesto principalmente de lactobacilos termófilos. Una de las características de los quesos Reggianito que lo distingue de los quesos duros italianos es la composición de esta microflora, la cual se compone de aproximadamente un 66% de cepas de Lactobacillus helveticus y aproximadamente un 33% de cepas de Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis (Reinheimer et al., 1996), mientras que los cultivos italianos poseen las mismas especies pero en proporciones inversas (Candioti et al., 2002). Se han señalado algunas desventajas de la utilización del suero fermento, relacionadas con variaciones en su composición microbiológica y con la presencia de contaminantes indeseables, principalmente hongos y levaduras (Reinheimer et al., 1995; Reinheimer et al., 1996) por lo que se han realizado en nuestro laboratorio algunos estudios para reemplazar los cultivos de suero natural por cultivos simples o mezclas de cepas seleccionadas de L. helveticus  (Candioti et al., 2002; Perotti et al., 2005).

La coagulación de la leche se lleva a cabo con el agregado de cuajo y/o coagulantes específicos. El coagulante más usado es el de bovino adulto aunque se observa una tendencia creciente a la utilización de cuajos obtenidos a partir de microorganismos modificados genéticamente. El tiempo de coagulación se encuentra entre los 12 y 25 minutos. 

El corte de la cuajada (lirado) se realiza de modo de obtener un tamaño de grano de 1 a 3mm de lado (grano de arroz).  Posteriormente la mezcla suero-cuajada se somete a un calentamiento (cocción) mientras se agita. Este procedimiento se realiza en dos etapas: 

1. Elevación de la temperatura de 31-34ºC a 45ºC a razón de 1ºC cada 2min.

2. Elevación de la temperatura de 45ºC a 51ºC a razón de 1ºC/min.

Finalizado el calentamiento se verifica la humedad y liga que presenta el grano mediante un examen de la textura del mismo. Si fuese necesario se continúa agitando hasta lograr las características cohesivas deseadas del grano, manteniendo la temperatura alcanzada en este proceso. 

Los granos se dejan reposar bajo suero, originando un primer prensado por compresión, insumiendo un tiempo aproximado de 15 a 20 minutos. Luego la cuajada se deposita en moldes que se tapan para ser apilados en una prensa vertical neumática, verificándose incrementos en la presión aplicada con el transcurso del tiempo. 

A determinados intervalos de tiempo se produce el volteo de los quesos, generando una inversión de su posición dentro del molde, etapa del proceso que insume alrededor de 12hs. Al finalizar el prensado el pH de la masa debe estar entre 4.95 y 5.10.

La etapa de salado se realiza por inmersión en piletas de salmuera durante 8 a 9 días a razón de 24 a 30hs por Kg de queso.

Finalmente los quesos son madurados a una temperatura entre 10 y 15ºC y a una humedad relativa del 85%. Se realizan periódicamente (2 veces por semana hasta los 3meses y una vez por semana hasta el final de la maduración) volteos de los quesos. Previo a su venta los quesos son envasados, parafinados o pintados. 

I.4.2.4. Características de los quesos Reggianito

La Resolución MERCOSUR (Artículo 635 - Res Conj. SPyRS y SAGPA N° 33/2006 y N° 563/2006) establece que los quesos Parmesano Argentino, Reggiano Argentino y Reggianito Argentino tienen como principales características el poseer una pasta compacta, consistente, de color blanco o amarillento uniforme, de fractura quebradiza y grana fina. El sabor es dulce, ligeramente salado, de aroma suave, limpio, agradable y bien desarrollado. El contenido graso (s/extracto seco) debe ser como mínimo del 30%. Tiene forma cilíndrica y achatada (Figura I.5), una maduración mínima de 6 meses y un peso entre 5 y 10Kg. Montero et al. (2002) en un estudio realizado sobre quesos Reggianito de seis meses de maduración informaron como características físicas promedios de estos quesos un diámetro de 24.8±0.6mm, un peso promedio de 6974±461g y una altura de 14.35±0.89cm.
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Figura I. 5: Aspecto característico de los quesos Reggianito

I.4.2.5. Estudios realizados sobre la caracterización de los quesos Reggianito 

Una serie de trabajos han permitido evaluar distintos aspectos relacionados con las propiedades reológicas y sensoriales de los quesos Reggianito y la correlación con distintos parámetros instrumentales (Hough et al., 1996; Montero et al., 2002) o el efecto del material de empaque en ciertos parámetros de la maduración y reología (Bertola et al., 1995); las características de la microflora de los quesos durante la elaboración y la maduración y del suero fermento empleado en su elaboración (Reinheimer et al., 1995, Reinheimer et al., 1996); la influencia de distintos tipos de fermentos y cepas seleccionadas sobre la composición global, perfil de ácidos grasos libres, proteólisis y características sensoriales (Candioti et al., 2002; Hynes et al., 2003; Perotti et al., 2005; 2008a; 2008b). Hasta el presente no se encuentra publicado ningún estudio respecto al perfil de compuestos volátiles en esta variedad. 
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II. Objetivos del presente trabajo de tesis

II.1.1. Objetivos Generales

· Comparar distintas metodologías de aislamiento de compuestos de flavor en quesos y seleccionar y optimizar la que resulte más apropiada desde el punto de vista de su practicidad y efectividad para el estudio sistemático de muestras.

· Caracterizar los perfiles de compuestos de flavor de los quesos argentinos: Reggianito y azules.

· Aportar información que contribuya al mejor conocimiento de las características de los quesos argentinos y que posibilite a las industrias lograr productos con calidad alta y constante.

II.1.2. Objetivos Particulares

· Revisar la información disponible sobre la presencia de compuestos de  aroma en los quesos aportada por distintos autores para los quesos azules y tipo grana, evaluando la importancia que tienen los distintos compuestos individuales en el flavor global de los mismos y las posibles vías metabólicas de su generación, y sobre las herramientas analíticas disponibles para su estudio.

· Caracterizar estas variedades de quesos evaluando la composición fisicoquímica (pH, humedad, grasa, proteínas, NaCl), los niveles de proteólisis y de lipólisis y los perfiles de compuestos de aroma obtenidos con la metodología seleccionada.

·  Comparar los resultados de los análisis fisicoquímicos, de proteólisis y de lipólisis entre distintas marcas comerciales de los quesos y analizar la variabilidad dentro de las marcas. 

· Tratar de establecer relaciones subjetivas y estadísticas entre los perfiles de compuestos de aroma y los parámetros fisicoquímicos, de lipólisis, de proteólisis y de la evaluación sensorial.
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III.1. Selección de los quesos a analizar en el presente trabajo

Se seleccionaron para su estudio quesos azules y Reggianito de reconocidas marcas comerciales. 

En el transcurso de dos años se adquirieron en el mercado quesos azules de seis marcas comerciales (A, B, C, D, E y F) en distintos períodos de tiempo (I, II, III y IV). Esto se realizó para asegurar que las muestras de quesos correspondieran a distintas elaboraciones y de este modo poder evaluar la variabilidad de los quesos pertenecientes a una misma marca comercial. Debido a que no todas las marcas se encontraron presentes en los comercios en los tiempos de muestreo seleccionados, sólo algunas de ellas se obtuvieron en todos los períodos, por lo que el total de muestras de queso azul analizadas fue de dieciocho (18).

En el caso de los quesos Reggianito también se seleccionaron seis marcas comerciales (RA, RB, RC, RD, RE y RF) las cuales fueron adquiridas en tres períodos de tiempo (I, II y III). Por la misma razón que para los quesos azules, sólo algunas de las marcas pudieron evaluarse en los tres períodos. Un total de quince (17) muestras de quesos tipo grana fueron analizadas (15 muestras de quesos Reggianito, una muestra de Parmigiano Reggiano y una muestra de Grana Padano).

En la mayoría de los ensayos realizados para la optimización de las distintas metodologías de aislamiento de compuestos de flavor, se utilizó sólo una marca comercial de queso azul (A) y una de queso Reggianito (RE). 

Las muestras de quesos de aproximadamente 1Kg se afectaron a los distintos ensayos de la siguiente manera: aproximadamente la mitad se destinó al análisis sensorial y el resto se reservó para los ensayos fisicoquímicos, de lipólisis, de proteólisis y de perfiles de compuestos de flavor.

III.2. Muestreo de los quesos para determinaciones de composición fisicoquímica, de proteólisis y de lipólisis

Las muestras de queso Reggianito destinadas a estas determinaciones se obtuvieron de acuerdo a la norma 50A de la Federación Internacional de Lechería (FIL-IDF, 1995).

El muestreo se llevó a cabo tomando una cuña de queso de aproximadamente 300g a la cual se le extrajo aproximadamente 1cm de corteza y se trituró utilizando una prensa manual perforada, se homogeneizó y se separó en diferentes recipientes (de acuerdo al tipo de ensayo a realizar) que se mantuvieron a una temperatura de -18ºC hasta su análisis, a excepción de las determinaciones de humedad, pH y materia grasa que se realizaron el día del muestreo. 

En el caso de los quesos azules, la muestra necesaria para efectuar estos ensayos se obtuvo a partir del muestreo realizado para el análisis de los compuestos de flavor.

III.3. Muestreo de los quesos para el análisis de los compuestos de flavor

Como se mencionó en la introducción, el muestreo de los quesos es una etapa importante dado que las muestras obtenidas deben ser representativas de los mismos. En el caso particular de las muestras que se destinan al estudio de los compuestos de flavor, es fundamental que durante la preparación y la obtención de las mismas no se produzca la pérdida de los analitos altamente volátiles ni su degradación. 

Debido a que no se encuentran establecidas normas particulares para el muestreo de quesos que se destinan específicamente al estudio de su fracción aromática y observando las prácticas que utilizan distintos autores, se adoptó una metodología para ser aplicada en forma sistemática a las muestras de quesos.

· Quesos azules
La muestra de queso azul (de aproximadamente 500g) se cortó en cuñas descartándose aproximadamente 1cm de corteza. Las mismas se envolvieron en film de aluminio y se dispusieron en bolsas de material plástico termocontraíble (Ziploc() permaneciendo almacenadas a -18ºC durante 48hs. Luego de ese tiempo las cuñas congeladas fueron cortadas en cubos y trituradas con un procesador de alimentos (Braun() de 600 Wats de potencia hasta quedar finamente molidas. La muestra procesada se envasó en diferentes recipientes de acuerdo a los ensayos a realizar (composición fisicoquímica, lipólisis, proteólisis y compuestos de flavor), permaneciendo a una temperatura de -18º C hasta su análisis. 

· Quesos Reggianito

A la muestra de queso Reggianito (una cuña de aproximadamente 200g) se le extrajo aproximadamente 1cm de corteza, se cortó en cubos y se trituró con un procesador de alimentos (Braun() de 600 Wats de potencia hasta su reducción a un tamaño pequeño. La muestra procesada se envasó en recipientes de material plástico permaneciendo a una temperatura de -18º C hasta su análisis. 

III.4. Composición fisicoquímica

Los distintos ensayos para evaluar la composición fisicoquímica de las muestras de quesos se realizó por duplicado empleándose métodos oficiales, algunos de ellos ligeramente modificados y utilizados en el INLAIN.

· pH

El pH de los quesos se determinó mediante el método de la American Public Health Association (APHA) (Bradley et al., 1993). Para tal fin se utilizó un peachímetro Orion (Orion Research Incorporated, Estados Unidos) provisto de un electrodo combinado (vidrio y calomel). La calibración se realizó con soluciones tampones de pH 4 y 7. 

La medición se efectuó por contacto del electrodo en una suspensión de 5g de queso en 5ml de agua. El valor se registró cuando la lectura se estabilizó en un valor constante. 

· Humedad 

La determinación del contenido de humedad se realizó por secado de la muestra de queso en estufa a 102±1ºC hasta pesada constante (FIL-IDF, 1982:4A). Para ello se utilizó un cristalizador con varilla de vidrio y aproximadamente 30g de arena (previamente tratada con ácido clorhídrico, lavada, calcinada y secada) que se llevó a estufa a 102ºC y luego a un desecador durante aproximadamente 1h. Se retiró del desecador, se pesó (tara) y se adicionó la muestra de queso de aproximadamente 3g, volviéndose a pesar. Se llevó nuevamente a estufa a 102±1ºC hasta pesada constante. Los pesos correspondientes a la muestra húmeda y desecada se obtuvieron por diferencia y se utilizaron para calcular el contenido de humedad. El valor obtenido se expresó en forma porcentual. 

· Materia grasa 

El contenido de materia grasa en los quesos se determinó mediante el método butirométrico de Gerber-Van Gulik (ISO 3433, 1975). Para ello se pesaron 3g de queso en la copita de vidrio del butirómetro la que se introdujo en el mismo y se adicionaron 17ml de solución de ácido sulfúrico ((=1.52g/ml) y 1ml de alcohol amílico. Se cerró el butirómetro y se agitó suavemente hasta la disgregación total de la muestra. Para facilitar este proceso y favorecer la separación de la materia grasa durante la centrifugación, los butirómetros se colocaron en un baño de agua a 65ºC durante 10min. Alcanzada dicha temperatura las muestras se centrifugaron durante 10min y se colocaron nuevamente en el baño de agua para realizar la lectura directa (% para peso exacto de 3g de muestra) del contenido graso en el vástago graduado del butirómetro a la misma temperatura.

· Proteínas totales

Se determinó mediante el método de Kjeldahl (FIL-IDF, 1993:20B). Se pesaron 300mg de queso que luego se trasvasaron a un tubo de digestión al cual se adicionaron 3.5g de sulfato de potasio, 100mg de dióxido de titanio y 10ml de ácido sulfúrico concentrado. La mineralización de la muestra se llevó a cabo en una unidad digestora con capacidad para seis tubos y con un sistema de aspiración de vapores (Digestion System 6, 1007 Digester, Tekator, Suecia). Durante la digestión, la temperatura se incrementó gradualmente hasta alcanzar el punto máximo (420ºC). El proceso de digestión se consideró finalizado cuando la muestra presentó una apariencia translúcida y límpida. 

El análisis del contenido de proteínas totales se realizó sobre el digerido mediante una destilación y posterior titulación. Cada tubo con la muestra digerida se conectó a una unidad destiladora automática. En primer lugar, se adicionó un volumen de 70ml de hidróxido de sodio al 32% (p/v) para transformar el N (presente como amonio), proveniente de las proteínas de la muestra en amoníaco, y luego se realizó la destilación por arrastre con vapor de agua que se continuó por 3 minutos. El destilado se colectó en un erlenmeyer conteniendo 60ml de solución de ácido bórico (2.5%, p/v) y 4 gotas de solución indicadora de punto final, compuesta por azul de metileno (0.1%, p/v) y rojo de metilo (0.15%, p/v) en etanol. El amoníaco que pasa con el destilado se retuvo en forma de ión amonio en la solución de ácido bórico. La destilación se realizó en un equipo BÜCHI Distillation Unit B-324 (Suiza), programado con una serie de condiciones optimizadas. Las muestras destiladas se titularon con una solución valorada de ácido sulfúrico 0.1N hasta viraje del indicador. Para expresar el resultado en % p/p de proteínas totales, se multiplicó el valor obtenido de nitrógeno total por un factor que para los productos lácteos es de 6.38.

· Cloruro de Sodio

El contenido de sal se determinó a través de la cuantificación de sodio mediante espectrofotometría de absorción atómica sobre muestras calcinadas de queso (AOAC, 1990). Una masa aproximada de 1g de muestra de queso fue pesada en un crisol de porcelana y deshidratada en estufa a 100ºC durante aproximadamente 3hs. Posteriormente la muestra seca se introdujo en una mufla y se comenzó su calentamiento gradual hasta llegar a 500ºC. Una vez alcanzada dicha temperatura, la misma se mantuvo durante 5hs y luego se enfrió hasta alcanzar la temperatura ambiente. A las cenizas obtenidas que presentaron un color gris debido a la presencia de partículas de carbono, se agregaron cuidadosamente gotas de ácido nítrico 1:1 y se realizó un nuevo calentamiento en mufla a 100ºC, luego a 300ºC y finalmente a 500ºC, durante una hora a cada temperatura. Las cenizas de color blanco se disolvieron en HCl 1N y se trasvasaron a un matraz de 50ml, enrasando el mismo con agua destilada.

El contenido de sodio de esta solución se determinó mediante espectrofotometría de absorción atómica (gentileza del Laboratorio Central, Facultad de Ingeniería Química, grupo de trabajo del Ing. Beldoménico), y el resultado se informó en ppm (mg de Na/l de solución). A partir de dicho valor se calculó la concentración de sal que se expresó en forma porcentual como gramos de cloruro de sodio por 100g de queso y como gramos de cloruro de sodio por 100g de agua del queso (humedad).

III.5. Fracciones Nitrogenadas

Esta metodología permite determinar el contenido de nitrógeno soluble (NS) en distintas fracciones: NS a pH 4.6 (NS-pH 4.6), NS en ácido tricloroacético al 12% (NS-TCA) y NS en ácido fosfotúngstico al 2.5% (NS-PTA). La técnica se basa en la utilización de distintos agentes precipitantes para obtener un fraccionamiento de los compuestos nitrogenados de las muestras a partir de un extracto crudo del queso en solución de citrato de sodio, para luego determinar el contenido de nitrógeno en cada fracción mediante el método de Kjeldahl. Los péptidos presentes en el queso son fraccionados de acuerdo a su peso molecular, su hidrofobicidad y su conformación en las distintas fracciones. Sin embargo, dado que no hay puntos de corte exactos entre fracciones, se producen solapamientos, ya que componentes que aparecen en las primeras fracciones pueden estar presentes también en fracciones sucesivas (Noël et al., 1998; Ardö, 1999). El contenido de NS-pH 4.6 incluye proteínas de suero, todos los péptidos de hasta 30-35 residuos de aminoácidos, aminoácidos libres y compuestos nitrogenados menores, tales como aminas, urea y amoníaco. La fracción de NS-TCA está constituida por péptidos medios y pequeños conteniendo entre 2 y 22 residuos de aminoácidos, aminoácidos libres y compuestos nitrogenados menores, como aminas, urea y amoníaco. Por último, la fracción de NS-PTA contiene compuestos con un peso molecular hasta 600 Daltons, que incluyen péptidos muy pequeños, aminoácidos y compuestos nitrogenados menores, excepto los aminoácidos dibásicos (lisina, arginina y ornitina) (Grappin & Beuvier, 1997; Ardö, 1999). 

El fraccionamiento nitrogenado es un método inespecífico debido a que no brinda información sobre la naturaleza de los compuestos nitrogenados y sólo proporciona una idea aproximada de su tamaño (Sousa et al., 2001, Upadhyay et al., 2004). Sin embargo, la técnica es de gran utilidad para evaluar el grado de avance de las fases primaria y secundaria de la proteólisis, conceptos también denominados extensión y profundidad, de la proteólisis en quesos (Pripp et al., 2000).  

Para realizar el fraccionamiento nitrogenado, en primer lugar se obtuvo una suspensión del queso en citrato de sodio. Para tal fin, se homogenizaron 10g de queso con 20ml de solución de citrato de sodio 0.5M. La suspensión homogénea se trasvasó a un vaso de precipitado adicionando agua destilada hasta completar un volumen de aproximadamente 90ml. El pH de la suspensión se ajustó a un valor de 4.6 mediante la adición de HCl 20% (v/v), bajo agitación mecánica. La muestra se centrifugó a 3000g durante 15min, obteniéndose dos fracciones, una soluble y otra insoluble. 

La fracción soluble se enrasó a un volumen de 100ml por adición de agua destilada, se homogeneizó y cuando fue necesario se ajustó nuevamente el pH mediante la adición de HCl 20% (v/v) o NaOH 30% (p/v) según correspondiera. Se tomaron 10ml para la determinación del contenido de nitrógeno que se realizó por digestión, destilación y posterior titulación, de igual modo que en el caso de la determinación de proteínas por el método de Kjeldahl. El contenido de nitrógeno de esta fracción, representa el nitrógeno soluble a pH 4.6 (NS-pH 4.6) (Gripon et al., 1975).

Las fracciones solubles en TCA y en PTA se obtuvieron a partir de la fracción soluble a pH 4.6 de acuerdo a la metodología descrita por Gripon et al. (1975). 

Para obtener la fracción soluble en TCA, a 15ml de la fracción soluble a pH 4.6 se le adicionaron, lentamente y bajo agitación mecánica, 15ml de solución de ácido tricloroacético 24%. La solución resultante se dejó reposar durante 30min, luego de lo cual se agitó y se filtró a través de papel de filtro Whatman Nº 42. La solución obtenida representó la fracción soluble en TCA al 12% (NS-TCA).

La fracción soluble en PTA se obtuvo mediante el agregado a 25ml de la fracción soluble a pH 4.6 de 12,5ml de ácido sulfúrico 25% y 12.5ml de ácido fosfotúngstico 10%. Se agitó y se dejó en reposo durante 24hs a 5ºC y luego se filtró la solución a través de papel de filtro Whatman Nº 42. El filtrado constituyó la fracción soluble en PTA al 2.5% (NS-PTA). 

Los niveles de NS-TCA y NS-PTA en las muestras de queso se determinaron por el método de Kjeldahl, utilizando para el análisis 20ml y 30ml de dichas fracciones, respectivamente. Los resultados de las tres fracciones nitrogenadas se expresaron como gramos de N por100g de queso y como g de N por 100g de N total.

III.6. Perfil de ácidos grasos libres 

El perfil de ácidos grasos libres (AGL), desde el ácido butanoico (C4:0) hasta el ácido linoleico (C18:2), se determinó en todos los quesos de acuerdo al protocolo propuesto por Perotti et al. (2005). El mismo involucra una etapa de extracción con solvente (SE) y aislamiento de los AGL del queso, una derivatización de los mismos empleando como reactivos alcohol etílico y ácido sulfúrico, y la posterior cuantificación de los ésteres etílicos obtenidos mediante GC.

La cuantificación se realizó de manera indirecta, utilizando ácido heptanoico o enántico (C7:0) y ácido heptadecanoico o margárico (C17:0) como estándares internos. Dichos ácidos son extraídos y analizados de la misma manera que los AGL presentes en el queso, por lo que la cuantificación de estos últimos se realiza relacionando las señales obtenidas con las correspondientes a los estándares internos.

· Extracción y aislamiento de los ácidos grasos libres

El aislamiento de los AGL a partir del queso se realizó en dos etapas. En la primera se extrajeron los lípidos totales de la muestra de queso y en la segunda se separaron los AGL del resto de los lípidos. 

En primer lugar, se colocaron 400l de una solución de ácido enántico (1mg/ml en isopropanol) y 2ml de una solución de ácido margárico (1mg/ml en isopropanol) en un cristalizador de vidrio. Luego se adicionaron aproximadamente 0.5mL de una solución de NaOH 0.1N y gotas de una solución de fenolftaleína (1% p/v en alcohol etílico) para asegurar que los estándares internos se encuentren en forma de sales (pH>8). Las sales se llevaron a sequedad por evaporación en estufa a 100ºC. Aproximadamente 4g de muestra de queso preparada según III.2 se adicionaron al cristalizador, y su peso se determinó por diferencia. La muestra de queso se mezcló con las sales de los estándares internos utilizando una varilla de vidrio. Posteriormente, se adicionaron 2 gotas de rojo congo (indicador de pH que vira entre 3 y 4.5) y 0.5ml de ácido sulfúrico (50%, v/v) para asegurar un pH(3. La muestra homogeneizada se deshidrató con el agregado de aproximadamente 25g de sulfato de sodio anhidro y una vez seca se cargó en un cartucho hecho con papel de filtro para ser sometida a extracción en un extractor Twisselmann. La materia grasa total de la muestra se recolectó en un erlenmeyer a través de la evaporación y condensación de 100ml de n-hexano de calidad cromatográfica, con un goteo a velocidad constante (3 ml/minuto) durante 2hs. 

Finalizada la etapa de extracción, la materia grasa disuelta en n-hexano se concentró hasta un volumen de aproximadamente 20ml, tras lo cual se enfrió y se agregaron 16ml de agua, 20ml de isopropanol y gotas de fenolftaleína. Inmediatamente se realizó una titulación en dos fases con NaOH 0.1N, bajo agitación muy suave para evitar la formación de una emulsión y el riesgo de saponificación. El exceso de NaOH se verificó por el viraje del indicador en la fase acuosa-alcohólica e indicó el pasaje completo de los AGL (en forma de sales) hacia la misma. La fase acuosa-alcohólica se separó en un nuevo cristalizador de vidrio, con la ayuda de una ampolla de decantación. Se realizaron dos lavados de la fase orgánica en la misma ampolla de decantación, con 20ml de agua destilada cada uno, que se agregaron al cristalizador. La solución salina se evaporó hasta sequedad de acuerdo a lo descripto por Contarini et al. (1989).

· Derivatización

Las sales secas de los AGL se trasvasaron a un tubo de vidrio con tapa a rosca. A dicho tubo se agregó 8ml de solución de ácido sulfúrico en alcohol etílico (5%, v/v) y se llevó a estufa a 70-72°C durante 1h, etapa durante la cual se produce la reacción de derivatización de los AGL, con la consiguiente obtención de los ésteres etílicos correspondientes. Luego de enfriar la mezcla de reacción, se agregaron 6ml de agua destilada para facilitar la posterior separación de fases, y se adicionó 1ml de n-hexano para extraer los ésteres. Los tubos se agitaron y se mantuvieron a 4ºC durante 30 minutos. Una vez separada la fase superior de n-hexano se extrajo parte de su volumen y se colocó en recipientes de vidrio herméticos para su análisis por GC.

· Cromatografía Gaseosa (GC) y cuantificación

Se empleó un cromatógrafo gaseoso Perkin Elmer modelo 9000 con un software Turbocrom v4.0 acoplado a un inyector split-splitless y a un detector de ionización de llama (FID). La separación de los compuestos se realizó en una columna capilar PE-WAX (polietilenglicol, 30m x 0,25mm x 0.25(m). La temperatura del horno se programó de la siguiente manera: 50ºC (4min), 10ºC/min. hasta 150ºC (3min), 10ºC/min hasta 230ºC (5min). El inyector se mantuvo a una temperatura de 220ºC operándose en modo split (relación de split 1/52) y el detector a una temperatura de 275ºC. Se empleó nitrógeno como gas carrier a un flujo de 3.3ml/min.

Los AGL (C4:0 a C18:2) y los estándares internos se cuantificaron utilizando curvas de calibración preparadas usando una mezcla de estándares de los distintos AGL (1mg/ml en isopropanol para cada ácido).

III.7. Metodologías de aislamiento de los compuestos de flavor

Como se indicó en la introducción, se dispone de un gran número de metodologías para el aislamiento de compuestos de flavor en quesos. Existe un acuerdo generalizado que se requiere de una combinación de diferentes métodos para aislar y caracterizar en forma completa los compuestos claves de flavor de una muestra (Stevenson et al., 1996). Muchos estudios realizados (Parliment et al., 1982; Vandeweghe & Reineccius, 1990; Barbieri et al., 1994; Larráyoz et al., 2001; Lecanu et al., 2002; Bellesia et al., 2003; Mallia et al., 2005) han demostrado la complementariedad de las diversas técnicas respecto al perfil de los compuestos obtenidos. 

En función de la disponibilidad de materiales y equipamiento de nuestro laboratorio y teniendo en cuenta que no existe una metodología de aislamiento ideal, se seleccionaron en un primer momento cuatro técnicas de aislamiento de compuestos a fin de evaluar su aplicación al estudio de los quesos del presente trabajo:

· Arrastre con N2
· Destilación por arrastre con vapor, extracción L-L y concentración del extracto

· Extracción directa con solventes

· Microextracción en fase sólida (SPME)

III.7.1. Arrastre con Nitrógeno
III.7.1.1. Principios teóricos y operativos 

Se encuentran disponibles comercialmente dispositivos conocidos como headspace dinámico (HD) y purga y trampa (P&T). La denominación de HD se reserva para el análisis de muestras sólidas y el de P&T para muestras líquidas. En el primer caso un gas carrier inerte fluye en forma continua por encima de la muestra sólida termostatizada a una temperatura conveniente, mientras que en el segundo caso, el gas de arrastre burbujea a través del líquido (Kolb, 1999; Pillonel et al., 2002). El equilibrio entre el alimento y el headspace es constantemente desplazado, lo que determina un incremento de la sensibilidad (Sides et al., 2000).

Stevenson et al. (1996), Kolb (1999), Sides et al. (2000) y Pillonel et al. (2002) realizaron una de las revisiones más completas de esta metodología. 

De acuerdo a Pillonel et al. (2002), los analitos arrastrados por el gas carrier deben ser retenidos en algún tipo de dispositivo, el cual puede ser un material sólido o líquido, una trampa fría o un solvente. 

· Adsorción sobre sólidos adsorbentes: Se utilizan materiales porosos empacados en un cartucho o en columnas cortas. Es común el empleo de materiales tales como Tenax TA, Chromosorb, Carbotrap, Carbosieve y Carboxen, solos o combinados. Una vez retenidos en estos materiales, los analitos son desorbidos térmicamente en el puerto de inyección de un GC. Los inconvenientes de las trampas adsorbentes se encuentran asociados a la formación de compuestos extraños (artifacts) debido a la actividad catalítica de los adsorbentes y a los efectos de discriminación y desplazamiento por la adsorción selectiva e irreversible de ciertas moléculas. Los dispositivos de HD automatizados normalmente traen incorporados un sólido adsorbente como trampa y también cuentan con un sistema de crioenfoque (cryofocusing). Con este dispositivo los analitos son retenidos en un tubo de metal de material inerte que se encuentra en la cabeza de la columna cromatográfica y se mantiene a baja temperatura con N2 líquido, y luego son transferidos a la columna por calentamiento del mismo. Una de las ventajas del crioenfoque es la de mejorar la resolución de los picos.

· Absorción sobre recubrimientos líquidos: En este caso los analitos se absorben sobre un film de líquido polimérico. Tienen una serie de ventajas respecto de las trampas sólidas si se emplean recubrimientos líquido no polares, dado que no se observan efectos de desplazamiento o competición.

· Trampas de solventes: En esta variante, en lugar de ser absorbidos en un recubrimiento líquido, los compuestos volátiles son disueltos o retenidos en un solvente. El gas carrier que transporta los analitos fluye a través de un tubo en forma de U relleno con aproximadamente 150(l de un solvente adecuado y mantenido a baja temperatura y de allí puede ser directamente inyectado. 

· Trampas frías: En este caso, los compuestos volátiles son retenidos en una trampa fría, comúnmente un tubo capilar enfriado con N2 líquido o CO2 sólido.  Debe adoptarse algún mecanismo para evitar la obturación de la trampa con hielo. La principal desventaja es el manejo del sistema criogénico, su costo y la sensibilidad hacia el agua.

La mayoría de los autores coinciden en señalar como ventajas de esta metodología a su rapidez, su sensibilidad (ppb), la obtención de extractos limpios, la correlación con análisis sensoriales, la existencia de variantes donde no se utilizan solventes, etc. De acuerdo a Stevenson et al. (1996) la principal desventaja es el purgado de cantidades significativas de vapor de agua junto con los analitos, lo cual trae aparejado una serie de inconvenientes con los adsorbentes y la columna del GC. Sin embargo, el aspecto que limita su utilización en los análisis es la necesidad de contar con equipamiento especial para retener los compuestos volátiles y efectuar la desorción térmica de los mismos. Además, estos equipos son complejos y por lo tanto deben ser monitoreados en las distintas zonas y etapas de funcionamiento por la posibilidad de sufrir daños. En el mercado se encuentran disponibles variados diseños pero todos de costo elevado, por lo que una inversión  de este tipo se justifica si deben procesarse muchas muestras.

El headspace dinámico y la purga y trampa son metodologías muy empleadas para el análisis de flavor en distintos productos entre los que se encuentran incluídos los quesos. Una experiencia común consiste en colocar la muestra de queso finamente molida en un recipiente adecuado (normalmente entre 5 y 10g de muestra), sumergirla en un baño de agua (entre 35 y 60ºC) y hacer circular el gas carrier a un determinado caudal (entre 40 y 150ml/min) un cierto tiempo (entre 15 y 30 minutos). Los compuestos volátiles son concentrados en una trampa que se mantiene a una dada temperatura y luego son desorbidos térmicamente a una cierta temperatura (dependiendo del tipo de material adsorbente) por un dado tiempo (típicamente algunos minutos) o eluídos con un solvente.

III.7.1.2. Implementación de la metodología
· Diseño del dispositivo de muestra y de las trampas de retención de los compuestos

Teniendo en cuenta que el laboratorio del INLAIN no cuenta con un equipo de HD o P&T, se planteó la posibilidad de diseñar un dispositivo con un principio de funcionamiento similar al mismo, que implique el empleo de material de bajo costo. 

El diseño del recipiente de purgado ha sido señalado como un aspecto clave del dispositivo. Wampler (2002) realiza las siguientes apreciaciones sobre este punto:

· Para muestras líquidas el recipiente debe tener un diseño que permita maximizar el área de contacto entre la solución o suspensión y el gas de arrastre. Normalmente el gas es forzado a pasar a través de un material poroso ubicado en el fondo del recipiente, creando un flujo de burbujas muy finas. Estos recipientes son adecuados para soluciones, pero no suelen ser convenientes para suspensiones dado que las partículas sólidas pueden obturar los poros dificultando su limpieza, disminuyendo su eficiencia y produciendo contaminaciones posteriores. 

· Para el caso de muestras sólidas, por las razones antes mencionadas, raramente se emplean para el purgado el tipo de recipientes que se utilizan para muestras líquidas. En este caso las muestras se colocan dentro de una celda calefaccionada (para el caso de muestras pequeñas es un tubo), ingresando el flujo de gas por un extremo y saliendo por el otro.

A pesar de las desventajas mencionadas respecto al empleo de recipientes de purgado provistos de material poroso para el caso de muestras sólidas, se consideró conveniente un diseño de este tipo que permitiera una rápida y fácil limpieza. Otras características que se tuvieron en cuenta en el diseño fueron:

· Dimensiones de tamaño adecuado para la cantidad de muestra a analizar. Aunque en teoría resultaría conveniente un volumen de headspace pequeño, en este caso se consideró necesaria la presencia de cierta zona donde se produzca la condensación del agua para evitar la obturación de la trampa fría. 

· Canal para ingreso del gas de arrastre y disco de material poroso para la distribución del mismo. 

· Conexión de salida que comunique el recipiente con las trampas frías. 

Teniendo en cuenta estas observaciones el dispositivo consistió de un recipiente de vidrio de 7.5cm de diámetro y una altura de 12cm (350ml de capacidad) donde se colocó la muestra de queso. A los efectos de evitar los problemas asociados a la obturación del material poroso y contaminaciones, el recipiente se construyó de dos piezas provisto de un cierre esmerilado lo cual permitió desarmarlo y acceder fácilmente al mismo para su limpieza.

En la tapa del recipiente se previeron dos conexiones. Una de ellas se ubicó en el centro y consistió de un tubo de desprendimiento acodado hacia la parte externa y conectado a una manguera de PVC y a través de ella al tubo de gas de arrastre, y hacia la parte interna un tubo de vidrio de 3mm de diámetro en cuyo extremo se ubicó el disco poroso. El diámetro de dicho disco fue ligeramente menor al del recipiente y colocado a una distancia de 5mm de la base del mismo permitiendo que el gas carrier se distribuya uniformemente atravesando la muestra. La otra conexión que permitió la salida de los analitos arrastrados por el gas consistió en una boca esmerilada que se conectó a un tubo acodado que se comunicó con las trampas donde se produjo la retención de los analitos. 

En las distintas experiencias el recipiente se termostatizó a través de un baño de glicerina (Figura III.1).
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Figura III.1: Diseño del dispositivo de muestra utilizado en el arrastre con N2
1. manta calefactora 2. baño de glicerina 3. recipiente de muestra 4. ingreso del gas carrier 5. salida del gas con los compuestos volátiles 6. termómetro para control de la temperatura del baño de glicerina.

También se diseñaron las trampas de retención de los compuestos. Al igual que el recipiente de muestra se realizaron de dos piezas de vidrio unidas a través de un cierre esmerilado. En la parte superior de las trampas se dispusieron dos conexiones, una que consistió en un delgado tubo de vidrio para el ingreso del gas carrier con los analitos arrastrados que le permitiera burbujear en el solvente y la otra de salida del gas. Para aumentar la superficie de contacto entre los analitos y el solvente, las trampas se rellenaron parcialmente de pequeños fragmentos de vidrio. La capacidad de las mismas fue de 15ml con un diámetro aproximado de 2.5cm y una altura de 5cm (Figura III.2).
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Figura III.2: Diseño de las trampas utilizadas en el arrastre con N2
· Materiales y reactivos empleados en las experiencias

· Tubos de N2 y de CO2
· Solventes de las trampas: Metanol (p.a); Etanol absoluto 99.5% (p.a, ACS)

· Fluido calefactor: Glicerina (grado industrial)
· Sales: Sulfato de sodio anhidro (p.a, ACS), Cloruro de sodio, Acetona (grado industrial)
· Inertes: arena lavada, tratada con HCl, calcinada y secada

· Manta calefactora

· Termómetros

· Aislante térmico

· Caudalímetro de burbujas 

· Muestras de queso azul (A) y Reggianito (RE)

· Descripción general del desarrollo de las experiencias
En las distintas experiencias se utilizaron 45g de queso que se colocaron en el recipiente de muestra. En algunos ensayos la muestra de queso se mezcló con un inerte (arena). El caudal de N2 se midió al inicio y al final de las experiencias con un caudalímetro de burbujas a la salida del tubo de N2. Particularmente en algunas experiencias se controló durante toda la corrida a la salida de la segunda trampa. Una vez que el caudal de N2 se estabilizó al valor en estudio, se conectó al recipiente de muestra el cual se encontró unido a un sistema de dos trampas frías (inmersas en una mezcla frigorífica o en una mezcla de CO2-acetona) conectadas en serie a través de una conexión de PVC, conteniendo cada una de ellas un volumen de 2ml de solvente. Se rotuló como trampa 1 la conectada al recipiente de muestra y trampa 2 la conectada a la trampa 1. La conexión desde el recipiente de la muestra a la primera trampa se envolvió con el aislante térmico para minimizar en ese tramo la condensación del agua. 

El recipiente de la muestra se calefaccionó en forma indirecta a través de un baño de glicerina que se mantuvo a una temperatura de 90(2°C. Una vez que la temperatura del baño de glicerina alcanzó la temperatura adecuada se efectuó el arrastre con N2 por un tiempo que salvo algún estudio en particular se fijó en 90 minutos.

La masa de queso analizada se seleccionó a partir de algunos ensayos previos en los que se utilizaron 15g de queso y se obtuvieron perfiles de compuestos caracterizados por muy bajos valores de áreas, por lo cual se decidió triplicar la cantidad de muestra y de este modo aumentar la sensibilidad. El tiempo de arrastre se determinó también a partir de una experiencia donde se observó que un tiempo mayor a 2hs traía aparejado en la muestra la presencia de zonas deterioradas por el calor. 

Luego de finalizado el arrastre con N2 durante el tiempo establecido, el solvente de las trampas con los compuestos volátiles disueltos en él se transfirió a un tubo conteniendo Na2SO4 anhidro y un microlito se inyectó en el GC en modo splitless. El análisis de los extractos se realizó por duplicado. 

Se estudiaron en forma simultánea algunos parámetros tales como el caudal de gas carrier, tipo de solvente y temperatura de las trampas. También se efectuaron algunos ensayos de reproducibilidad. 

III.7.1.3. Ensayos realizados con muestras de queso azul
· Efecto del caudal de N2 utilizando como refrigerante de las trampas una mezcla frigorífica de hielo-NaCl

En estas primeras experiencias las trampas conteniendo etanol como solvente permanecieron inmersas en una mezcla frigorífica de hielo-sal. El caudal de N2 se midió al inicio y al final de las experiencias a la salida del tubo de N2. Los valores de caudales de N2 ensayados fueron: 3ml/min, 15ml/min, 30ml/min y 60ml/min. La temperatura de la mezcla frigorífica se mantuvo durante las experiencias en el rango de -4(1°C.

Se emplearon las siguientes condiciones cromatográficas para el análisis de los extractos: T. inyector: 220ºC; T. detector: 275ºC; T. horno: 35ºC (4min), 10ºC/min hasta 150ºC (3min), 10ºC/min hasta 230ºC (2min).

· Efecto del caudal de N2 utilizando como refrigerante de las trampas una mezcla de CO2 sólido-acetona

En estas experiencias se reemplazó la mezcla frigorífica por una mezcla de CO2 sólido-acetona. De este modo se disminuyó la temperatura de las trampas a un valor que estuvo por debajo de –60ºC durante el transcurso de las corridas. Tres experiencias se realizaron a distintos valores de caudales de N2 y utilizando en dos de ellas etanol como solvente de las trampas y en el restante ensayo, a la trampa 1 no se adicionó el solvente. El esquema operativo fue el siguiente:

La primera experiencia se realizó con un valor de caudal que se seleccionó a partir de los resultados obtenidos en los ensayos en que se utilizó la mezcla frigorífica.

 En la segunda experiencia se partió de un caudal inicial promedio de 135ml/min y luego de 90min se elevó a 500ml/min durante 15 minutos. Previo a aumentar el caudal, se reemplazaron la dos trampas por una conteniendo 2ml de etanol. En esta experiencia además, los 45g de queso se mezclaron con 70g de arena y el caudal de N2 se midió al inicio y al final de las experiencias a la salida del tubo de gas.

En la tercera experiencia la muestra de queso se mezcló con 70g de arena y el caudal de N2 se controló durante toda la experiencia a la salida de la segunda trampa con un valor inicial promedio de 170ml/min. Se probó además retener los analitos en la primera trampa por el sólo efecto de la temperatura. Para esto último, a la trampa 1 no se le agregó solvente mientras que a la segunda se adicionaron los 2ml de etanol. 

Las condiciones cromatográficas utilizadas para analizar los extractos fueron las mismas que en el grupo de experiencias previas.

· Estudio de la reproducibilidad de la metodología

En este caso dos muestras de queso de 45g se mezclaron con 70g de arena y se analizaron dos días consecutivos en las mismas condiciones operativas. En ambas experiencias el caudal de N2 se controló durante toda la corrida a la salida de la segunda trampa y estuvo en valores promedios de 125ml/min. Las trampas con etanol se mantuvieron inmersas en la mezcla de CO2 sólido-acetona. El arrastre con N2 se realizó durante 90min.

Un estudio de las mismas características se realizó posteriormente operando en las mismas condiciones, con un valor promedio de caudal de N2 de 130ml/min. 

En todos los casos el análisis de los extractos se realizó con las siguientes condiciones cromatográficas: T. inyector: 220°C; T. detector: 275°C; T. horno: 45°C (4min), 10°C/min hasta 150°C (3min), 10°C/min hasta 230°C (2min).

· Empleo de metanol como solvente de las trampas

Se realizaron dos experiencias con las mismas condiciones operativas (45g de queso mezclados con 70g de arena; valores promedio de caudal de N2 de 130ml/min; tiempo de arrastre de 90min y trampas inmersas en CO2 sólido-acetona) y cromatográficas (análisis de los extractos en el GC con el mismo programa de temperaturas que el ensayo de reproducibilidad). En uno de los ensayos se empleó etanol y en el otro metanol como solventes de las trampas para poder efectuar un estudio comparativo.

III.7.1.4. Ensayos realizados con muestras de queso Reggianito
Algunas de las condiciones seleccionadas para el análisis de los quesos azules se aplicaron a muestras de queso Reggianito. En el caso de esta variedad de queso las muestras no se mezclaron con arena. Se realizaron dos experiencias por duplicado (un total de cuatro ensayos) en las mismas condiciones operativas (45g de queso; valores promedio de caudal de N2 de 130ml/min; tiempo de arrastre de 90min y trampas inmersas en CO2 sólido-acetona) y cromatográficas (análisis de los extractos en el GC con el mismo programa de temperaturas que el ensayo de reproducibilidad) utilizando etanol y metanol como solvente de las trampas.

III.7.2. Destilación por arrastre con vapor, extracción L-L y concentración del extracto
III.7.2.1. Principios teóricos y operativos

Una de las técnicas de preparación de muestra que más se ha utilizado en el estudio del flavor involucra la destilación por vapor seguida de una extracción por solventes. 

Un procedimiento normal consiste en colocar la muestra en un balón y dispersarla en agua. La dispersión se puede calentar en forma directa para arrastrar los componentes destilables por vapor. En este caso, largos tiempos de calentamiento pueden producir descomposición térmica, proyecciones de la muestra y formación de espuma (Parliment, 2002; Augusto et al., 2003). La destilación por vapor indirecta presenta algunas ventajas debido a que la muestra no se calienta en forma directa. El vapor se genera externamente y pasa a través de la muestra arrastrando los compuestos destilables en corriente de vapor. El destilado resultante se recoge en trampas frías (Parliment, 2002). 

Previo a la extracción con solventes se pueden realizar ciertas manipulaciones de la fase acuosa tales como modificaciones del pH o la adición de sales para favorecer la posterior extracción de los compuestos de interés. 

El éter etílico, n-pentano, freones, cloruro de metileno, entre otros, son los solventes más comúnmente empleados en la etapa de extracción, siendo su selección muy importante. Debido a la naturaleza polar de muchos compuestos de aroma, el éter etílico y el cloruro de metileno son los de mayor aplicación (Bemelmans, 1981; Parliment, 2002) aunque debe señalarse que el primero tiene el inconveniente de la formación de peróxidos explosivos y el segundo riesgos por su toxicidad. 

Respecto al diseño de los extractores, los más empleados son los de tipo continuo adaptados para solventes más y menos densos que el agua (Figura III.3). Se encuentran disponibles en el comercio extractores de diferentes volúmenes que se operan  normalmente de 2 a 4hs (Stevenson et al., 1996). 

Los volúmenes obtenidos en la etapa de extracción requieren un paso adicional de concentración de los analitos. Con la misma se debe procurar evaporar el solvente y retener los compuestos de interés. Las pérdidas de los compuestos más volátiles y la introducción de artifacts son frecuentes problemas que se han observado en esta etapa (Stevenson et al., 1996). Un método conveniente para concentrar grandes volúmenes de solvente hace uso de un concentrador evaporativo Kuderna Danish (Figura III.4), el cual se encuentra disponible en diferentes capacidades (desde 1ml hasta 1000ml). Debe tenerse en cuenta que impurezas de alto PE de la muestra y el solvente también se concentran junto a los analitos (Parliment, 2002) y esto puede dificultar la interpretación de los perfiles cromatográficos. 

[image: image95.emf]0

50000

100000

150000

200000

250000

300000

350000

1min 5min 15min 30min

tiempo

Butanoato

de etilo

Hexanoato

de etilo

Butanoato

de isoamilo

Octanoato

de etilo

[image: image96.emf]0

1000000

2000000

3000000

4000000

5000000

5min. 15min. 30min.

tiempo

Hexanoato de

metilo

Hexanoato de

etilo

Octanoato de

etilo

[image: image97.emf]0

90000

180000

270000

360000

450000

5min. 15min. 30min.

tiempo

Acetato de etilo

Hexanoato de

metilo

Butanoato de

isoamilo

Octanoato de etilo

Hexanoato de

isoamilo

Butanoato de

metilo


[image: image98.emf]0

1000000

2000000

3000000

4000000

5000000

6000000

5min. 15min. 30min.

tiempo

Butanoato de

etilo

Hexanoato de

etilo

[image: image99.emf]0

100000

200000

300000

400000

500000

1min 5min 15min 30min

tiempo

Ac. Etanoico

Ac. Propanoico

Ac. 2-metil

propanoico

Ac. 3-metil

butanoico

Ac. Decanoico

Ac. Dodecanoico

[image: image100.emf]0

20000

40000

60000

80000

100000

120000

5min. 15min. 30min.

tiempo

Ac. 2-metil

propanoico

Ac. Pentanoico

Ac. Heptanoico

Ac. Dodecanoico


[image: image101.emf]0

100000

200000

300000

400000

500000

600000

5min. 15min. 30min.

tiempo

Ac. 2-

metilpropanoico

Ac. 3-

metilbutanoico

Ac. Pentanoico

Ac. Heptanoico

Ac. Octanoico

Ac. Decanoico


[image: image102.emf]0

750000

1500000

2250000

3000000

3750000

1min 5min 15min 30min

tiempo

Ac. Butanoico

Ac. Hexanoico

Ac. Octanoico

[image: image103.emf]0

1500000

3000000

4500000

6000000

7500000

5min. 15min. 30min.

tiempo

Ac. Butanoico

Ac. Hexanoico

[image: image104.emf]0

1000000

2000000

3000000

4000000

5000000

6000000

5min. 15min. 30min.

tiempo

Ac. Butanoico

Ac. 3-metil

butanoico

Ac. Hexanoico

Ac. Octanoico

Ac. Decanoico


[image: image105.png]-100

25

20

15

10



   
                                                                                                           

[image: image106.png]100.

-200





[image: image107.png]N

HH‘HH‘HH‘HH‘HH‘HH
25



[image: image108.png]100.

-200





           Figura III.4: Concentrador

               Figura III.3: Diseño de extractores líquido-líquido                                           Kuderna Danish

Extractores L-L: A. Diseño para solventes de extracción más densos que el agua. B. Diseño para solventes de extracción menos densos que el agua. 1. Balón con solvente 2. Solución acuosa de analitos 3. Refrigerante para la condensación del solvente. Concentrador Kuderna Danish: 1. Recipiente donde se concentra el extracto 2. Balón 3. Columna Snyder

III.7.2.2. Implementación de la metodología

· Diseño de los dispositivos utilizados en las distintas etapas

· Destilación

Se utilizó un dispositivo de destilación por inyección con vapor existente en el laboratorio (Figura III.5) con el objetivo de separar AGLV y otros compuestos destilables en corriente de vapor.
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Figura III.5: Diseño del equipo de destilación por inyección con vapor

1: generador de vapor 2: balón de destilación 3: ampolla opcional para la adición de ácido sulfúrico 4: trampa 5: tubo de conexión 6: condensador en espiral (50cm de longitud) 7: colector de 500ml de capacidad.
Este equipo se utiliza para separar ácidos grasos libres volátiles (AGLV) en muestras de queso. En dichas experiencias se utilizan quince gramos de queso convenientemente procesados a los cuales se adiciona agua destilada para formar una suspensión y se acidifica a un valor de pH=2 con el agregado de H2SO4 1:1. El dispositivo se opera a una velocidad tal que permita recogerse 250ml de destilado en aproximadamente 15 minutos. En estas condiciones se separan los ácidos propanoico, butanoico, hexanoico, octanoico, decanoico y parte del ácido dodecanoico. El destilado se lleva a sequedad en medio alcalino y posteriormente los ácidos se derivatizan a ésteres etílicos y de esta forma se inyectan en el GC disueltos en hexano.

· Extracción

Se utilizó un extractor líquido-líquido de 100ml de capacidad el cual permite trabajar con solventes menos densos que el agua (Figura III.3B). Este equipo cuenta con un balón donde se coloca el solvente, un refrigerante donde se produce la condensación del mismo, una cámara de extracción donde se coloca el destilado y un tubo de vidrio por donde el solvente condensado cae y luego atraviesa la muestra acuosa.

El cuerpo del extractor donde se colocó el destilado de queso se rellenó de anillos tipo raschig a los efectos de favorecer el contacto entre el solvente y el destilado.

· Concentración

Se empleó un dispositivo Kuderna Danish provisto de una columna Snyder de tres esferas, un frasco de 500ml y un recipiente colector de 10ml graduado en intervalos de 0.1ml (Figura III.4). Este último recipiente se reemplazó por un balón de 50ml. 

· Materiales y reactivos empleados en las experiencias

· Solventes de extracción: Éter etílico (calidad HPLC); n-pentano 99% (p.a). El éter etílico se destiló previo a su utilización dado que las inyecciones del solvente en el GC indicaron la presencia de impurezas, a pesar de ser de calidad HPLC. Se encontró la referencia de un trabajo publicado (Qian & Reineccius, 2002a) donde lo utilizan previamente destilado.
· Sales: Cloruro de sodio (p.a); Sulfato de sodio anhidro (p.a, ACS); Sulfato ferroso heptahidratado (p.a, ACS).
· Ácidos: Ácido Sulfúrico 95-98% (p.a, ACS)
· Bases: Hidróxido de sodio (p.a, ACS)
· Sustancias patrones: soluciones de ácidos de cadena lineal (C2, C3, C4, C6, C7, C8, C10 y C12) y 2-heptanona (Sigma-Aldrich, pureza (98%). 
· Manta calefactora

· Muestras de queso azul (A)

· Descripción general del desarrollo de las experiencias

Con la finalidad de aislar los ácidos e inyectarlos como tales, separando al mismo tiempo otros compuestos de interés, se efectuaron experiencias en muestras de queso azul. En los distintos ensayos se utilizaron quince gramos de queso que se colocaron en el balón de destilación y se adicionó agua destilada para formar una suspensión. En algunas experiencias la suspensión se acidificó con H2SO4 1:1 a un valor de pH=2 o se saturó con NaCl. El vapor de agua generado externamente burbujeó en la suspensión y los compuestos arrastrados por el mismo condensaron y fueron recogidos en un colector. La velocidad de destilación se reguló de modo de recogerse aproximadamente 250ml de destilado en 15 minutos.

La extracción de los destilados de quesos se realizó utilizando diferentes solventes. Un volumen de 60ml de solvente se colocó en el recipiente correspondiente y se calentó hasta ebullición. Los vapores de solvente condensaron en el refrigerante y atravesaron la muestra (destilado de queso) contenida en el cuerpo del extractor, efectuando la extracción de los compuestos. Luego de un cierto tiempo el solvente (con los analitos extraídos) que permaneció por encima del destilado (por ser inmiscible y menos denso que el agua) comenzó a rebasar hacia el balón conteniendo el solvente repitiéndose el proceso en forma continua (Figura III.3B). 

En algunos ensayos, previo a la extracción, el destilado se saturó con NaCl. La duración de la etapa de extracción en todas las experiencias se fijó en dos horas.

Al cabo de este tiempo, el solvente del colector con los analitos extraídos se mezcló con el solvente que se encontraba por encima del destilado acuoso tratando de recuperar el máximo volumen del mismo. Este extracto orgánico se colocó en el recipiente de muestra del dispositivo Kuderna Danish y se calentó hasta ebullición del solvente, concentrándose el mismo hasta un volumen final entre 2 y 5ml. Durante la concentración se empleó sulfato ferroso para evitar la formación de peróxidos. 

Otro grupo de experiencias se realizó con soluciones patrones de compuestos presentes en los quesos azules en lugar de destilados de quesos para evaluar otros aspectos de la metodología.

Un microlito de los extractos de los distintos ensayos se inyectó en el GC en modo splitless por duplicado. 

III.7.2.3. Ensayos realizados con muestras de queso azul
Se llevaron a cabo una serie de experiencias tendientes a evaluar la incidencia de distintas variables en las diferentes etapas de la metodología. Se estudiaron dos valores de pH de la suspensión de queso, el volumen a recogerse de destilado, distintos solventes de extracción y el efecto de la adición de NaCl en las etapas de destilación y extracción.

· Estudio de los solventes de extracción: n-pentano y mezcla éter etílico/n-pentano 1:1 

Se realizó la destilación de una suspensión de queso azul acidificada a pH=2 y se recogieron 240ml de destilado. De este volumen se separaron dos fracciones de 80ml (A y B). La fracción A se extrajo con n-pentano y la fracción B con una mezcla éter etílico/n-pentano 1:1 y finalmente ambas fracciones se concentraron. 

Los análisis cromatográficos de los extractos se realizaron con el siguiente programa de temperaturas: T. inyector: 250ºC; T. detector: 290ºC; T. horno: 60ºC (6min) 8ºC/min hasta 250ºC (15min).

· Optimización del volumen de destilado
Se realizó la destilación de una suspensión de queso acidificada a un valor de pH=2 y se recogieron dos fracciones sucesivas de destilado de 80ml cada una, las que se extrajeron con una mezcla éter etílico/n-pentano 1:1 y se concentraron.

Los análisis cromatográficos de los extractos se realizaron con el mismo programa de temperaturas de la experiencia anterior.

· Estudio de la influencia del pH de la suspensión de queso

En esta experiencia la destilación se realizó sin modificar el pH de la suspensión de queso y se recogieron sólo los primeros 80ml de destilado. El destilado se extrajo con una mezcla éter etílico/n-pentano 1:1 y posteriormente se concentró.

El análisis cromatográfico del extracto se realizó con el mismo programa de temperaturas de las experiencias previas. 

· Estudio del éter etílico como solvente de extracción y de la adición de NaCl en las etapas de destilación y extracción
Para evaluar estos factores se realizaron tres experiencias con el siguiente esquema de trabajo:

Experiencia a.: Destilación a pH=2 realizando una saturación con NaCl de la suspensión de queso azul. Se recogieron 160ml de destilado los cuales se dividieron en dos fracciones (A y B), las cuales se extrajeron en las siguientes condiciones:

Fracción A: Los 80ml de destilado se saturaron con NaCl, se extrajeron con una mezcla de éter etílico/n-pentano 1:1 y se concentró el extracto orgánico obtenido.

Fracción B: Los 80ml de destilado se saturaron con NaCl, se extrajeron con éter etílico y se concentró el extracto orgánico obtenido.

Experiencia b.: Destilación a pH=2 (sin realizar la saturación con sal de la suspensión de queso azul). Se recogieron 160ml de destilado los cuales se dividieron en dos fracciones (A y B), las cuales se extrajeron en las siguientes condiciones:

Fracción A: Los 80ml de destilado se saturaron con NaCl, se extrajeron con éter etílico y se concentró el extracto orgánico obtenido.

Fracción B: Los 80ml de destilado se extrajeron con éter etílico y se concentró el extracto orgánico obtenido.

Experiencia c.: Destilación a pH=2 realizando una saturación con NaCl de la suspensión de queso azul. Se recogieron 160ml de destilado. Una fracción de 80ml se extrajo con éter etílico y se concentró el extracto orgánico obtenido.

Todos los extractos concentrados se inyectaron con las siguientes condiciones cromatográficas: T. inyector: 220ºC, T. detector: 275ºC, T. horno: 45ºC (4min), 10ºC/min hasta 150ºC (3min) y 10ºC/min hasta 250ºC (2min). El cambio de las condiciones cromatográficas se realizó para permitir una mejor resolución de los compuestos.

III.7.2.4. Ensayos realizados con soluciones patrones 

Se realizaron nuevos estudios de las etapas de extracción y concentración de la metodología empleando algunas sustancias patrones de compuestos presentes en los quesos azules. Las distintas experiencias se realizaron operativamente de modo similar al de las muestras de quesos.

Las distintos extractos obtenidos en estos ensayos se inyectaron con las siguientes condiciones cromatográficas: T. inyector: 220ºC; T. detector: 275ºC; T. horno: 45ºC (4min), 10ºC/min hasta 150ºC (3min) y 10ºC/min hasta 250ºC (2min).

· Estudio del proceso de concentración

· Efecto de la velocidad de la etapa de concentración en la retención de los compuestos en el extracto orgánico

Se prepararon dos soluciones de estándares de los ácidos propanoico, butanoico, hexanoico, heptanoico y octanoico y de la metilcetona 2-heptanona de la siguiente manera: 

Solución de estándares 1 (SE1): Se pesaron las siguientes cantidades de los distintos compuestos: ácido propanoico (23.0mg), ácido butanoico (12.5mg), ácido hexanoico (11.1mg), ácido heptanoico (8.1mg), ácido octanoico (10.6mg) y 2-heptanona (11.7mg) las cuales se disolvieron en 10ml de éter etílico (solución madre 1 o SM1). De esta solución se tomaron 0.3ml los cuales se disolvieron en 30ml de éter etílico (SE1).

Solución de estándares 2 (SE2): Se pesaron las siguientes cantidades de los distintos compuestos: ácido propanoico (18.2mg), ácido butanoico (10.4mg), ácido hexanoico (12.9mg), ácido heptanoico (10.3mg), ácido octanoico (12.8mg) y 2-heptanona (14.0mg) las cuales se disolvieron en 10ml de éter etílico destilado (solución madre 2 o SM2). De esta solución se tomaron 0.3ml los cuales se disolvieron en 30ml de éter etílico destilado (SE2).

Procedimiento: Los 30ml de SE1 y SE2 se concentraron en el dispositivo Kuderna-Danish a un volumen final de 3.3ml y 4.3ml respectivamente. En el caso de la solución SE1 la concentración duró un tiempo de 45 minutos y en el caso de SE2 la misma se efectuó en 120 minutos. Las soluciones concentradas se rotularon como SCE1 y SCE2 respectivamente.

Paralelamente se tomaron en sendos tubos con tapa a rosca, 0.3ml de las soluciones SM1 y SM2, a las cuales se adicionaron 3ml y 4ml de éter etílico de modo de obtener un volumen final de 3.3ml y 4.3ml respectivamente. Estas soluciones sin concentrar se rotularon como SDE1 y SDE2 respectivamente.

Un microlito de los extractos SCE1, SCE2, SDE1 y SDE2 se inyectó en el GC.
· Estudio del proceso de extracción líquido-líquido

· Efecto del pH de la solución y del tiempo de extracción

Para la preparación de la solución de estándares se partió de una solución en isopropanol de los distintos ácidos (etanoico, propanoico, butanoico, hexanoico, heptanoico, octanoico, decanoico y dodecanoico) de concentración 1mg/ml. Se pipetearon 1ml de cada una de estas soluciones colocándose en dos cristalizadores para realizar con cada uno de ellos las experiencias de extracción a distintos pH. Se adicionó NaOH hasta viraje de la fenolftaleína y se colocó en estufa para evaporar el solvente. Se disolvieron las sales en agua destilada y se ajustó el pH a los dos rangos de valores en estudio: 2-3 y 6-7, respectivamente. Se llevó a un volumen final de 80ml con agua y se adicionó 100(l de 2-heptanona pura a cada solución. 

Procedimiento: Los 80ml de la solución acuosa de estándares a los dos valores de pH se extrajeron con éter etílico por 2hs y se concentraron durante 2hs en el dispositivo Kuderna-Danish a un volumen final de 2.7ml. Los extractos obtenidos se rotularon como SEyC pH 2-3 y SEyC pH 5-6. La solución acuosa remanente se volvió a extraer durante 1h con éter etílico para verificar si las dos primeras horas de extracción fueron suficientes para una extracción cuantitativa de los compuestos. Estos extractos se rotularon como SEyC pH 2-3R y SEyC pH 5-6R. 

Un microlito de las soluciones SEyC pH 2-3, SEyC pH 5-6, SEyC pH 2-3R y SEyC pH 5-6R se inyectó en el GC.
· Evaluación de la reproducibilidad del proceso de extracción

La preparación de la solución de estándares se realizó de la misma manera que para el estudio del pH y del tiempo de extracción, pero en este caso el pH se llevó a un rango de 2-3 y al volumen final de 80ml se adicionó 0.3ml de 2-heptanona de concentración 1mg/ml en isopropanol. 

Procedimiento: Se realizó la destilación de la solución de estándares del mismo modo que para las muestras de queso, recogiendo los primeros 160ml de destilado los cuales se dividieron en dos fracciones de 80ml para evaluar la repetitividad de la extracción. El cuerpo del extractor se cargó con el destilado de los estándares, se extrajo con éter etílico por 2hs y se concentró durante 2hs en el dispositivo Kuderna-Danish a un volumen final de 2.7ml. 

Un microlito de los extractos obtenidos se inyectó en el GC.
III.7.3. Extracción directa con solventes
III.7.3.1. Principios teóricos y operativos

Otro método de preparación de muestras implica la extracción directa de los compuestos de flavor de la matriz del alimento empleando solventes. 

Comúnmente se utilizan con este propósito diferentes tipos de extractores y solventes de extracción (éter etílico, cloruro de metileno, hexano, etc.). Debido a que estos disolventes también solubilizan la materia grasa, usualmente se obtiene la misma junto al extracto de los compuestos. 

El dispositivo utilizado para efectuar una extracción con solventes depende del estado físico de la muestra (sólida o líquida), de la cantidad de muestra (procesos de una etapa u operaciones continuas) y del tipo de solvente (más o menos densos que el agua) (Reineccius & Heath, 1999). En el caso de muestras sólidas, los extractores tipo Soxhlet a presión atmosférica son adecuados si se emplean solventes de bajo punto de ebullición. Luego de varios ciclos de recirculación se logra la disolución de los analitos en el solvente. Si la muestra contiene altas cantidades de lípidos se requiere una etapa adicional de destilación por vapor preferentemente a presión reducida. Una de las desventajas de este tipo de extractores es la relación solvente/muestra, la cual es aproximadamente 2:1, lo que determina un gran volumen de extracto si se utiliza mucha cantidad de muestra. 

La naturaleza de los componentes a ser extraídos y el tipo de matriz alimentaria determinan la elección del solvente de extracción. El éter etílico es un buen solvente de muchos compuestos y se utiliza ampliamente dado que tiene la ventaja de tener un bajo punto de ebullición que facilita la etapa posterior de concentración. El acetonitrilo se prefiere en el caso de alimentos grasos dado que por su mayor polaridad solubiliza en menor grado a las grasas neutras (Bemelmans, 1981; Reineccius & Heath, 1999).  

III.7.3.2. Implementación de la metodología

Alewijn et al. (2003) propusieron una metodología sencilla para el aislamiento de compuestos de flavor en quesos Gouda, Cheddar y azules, empleando la extracción directa con solventes. Debido a que se utiliza acetonitrilo como solvente de extracción y pequeñas cantidades de muestras y reactivos no resulta necesario aplicar etapas adicionales de separación de la materia grasa y concentración del extracto.

El procedimiento propuesto por estos autores consiste en mezclar en un mortero quince gramos de queso con quince gramos de citrato de sodio. La mezcla resultante se transfiere a un tubo de 50ml, adicionando posteriormente 4ml de acetonitrilo. El tubo se coloca en un baño de agua a 45°C por 10min, agitando periódicamente para favorecer el contacto entre las dos fases. Luego se centrifuga a 700g durante 4min a 4°C y se lo deja en reposo por 15min a una temperatura de 4°C. La capa superior (acetonitrilo) se transfiere a un tubo de 2ml, el cual se mantiene durante 30min a -20°C. Las trazas de triglicéridos se remueven del extracto por una breve centrifugación (2500g durante 5s) y 1ml del sobrenadante se transfiere a un vial donde se adiciona un estándar interno. Finalmente se inyectan 2(l del extracto en el GC en las siguientes condiciones cromatográficas: T. inyector: 250°C; T. horno: 60°C (6min), 8°C/min hasta 250°C (15min).

· Reactivos y equipamiento utilizados en las experiencias

· Reactivos: Citrato de sodio (p.a, ACS); Acetonitrilo (calidad HPLC); Isopropanol (p.a, ACS); Etanol absoluto 99.5% (p.a, ACS); Sulfato de sodio anhidro (p.a, ACS); H2SO4 (95-98%, p.a, ACS); soluciones patrones de ácidos de cadena par de átomos de carbono (C4:0 a C18:1) y ácido propanoico (Sigma Aldrich, pureza mayor al 98%).

· Equipamiento: Baño Termostatizado (Dalvo S.A). Centrífuga (Rolco Modelo 2036). Microcentrígufa (International Equipment Company – Micromax RF).

· Muestras de queso azul (A) y Reggianito (RE)
· Descripción general del desarrollo de las experiencias

El esquema operativo básico de la metodología propuesta por Alewijn et al. (2003) se adoptó para el análisis de las muestras de quesos azules y Reggianito. Se realizaron algunas experiencias que comprendieron algunas modificaciones en la técnica original a los efectos de optimizarla y adecuarla al material y equipamiento disponible en el laboratorio. Fundamentalmente se ensayaron distintos solventes de extracción y se estudió el efecto de la adición de sulfato de sodio anhidro y la modificación del pH en muestras de queso azul. 

Un microlito de los distintos extractos obtenidos se inyectó en el GC en modo splitless por duplicado, utilizando el siguiente programa de temperaturas: T. inyector: 250°C; T. detector: 290°C; T. horno: 60°C (6min), 8°C/min hasta 250°C (15min).

III.7.3.3. Ensayos realizados con muestras de queso azul

· Estudio de las condiciones operativas propuestas por Alewijn et al. (2003) 

En esta experiencia se intentó reproducir las condiciones de extracción detalladas por Alewijn et al. (2003). Se procedió de la forma indicada hasta la etapa de centrifugación a 700g por 4min. Como en el laboratorio no se disponía de centrífuga con control de temperatura, previo a la centrifugación se colocaron los tubos en el refrigerador (4ºC) por un tiempo de 15min.

El líquido sobrenadante resultante de la centrifugación a 2500g por 5s se transfirió a un tubo con sulfato de sodio anhidro para su inyección en el GC. No se adicionó un estándar interno dado que el objetivo de las experiencias no fue la cuantificación de los compuestos. 

· Estudio de distintos solventes de extracción 

Se evaluaron otros solventes de extracción además del acetonitrilo tales como el isopropanol y el etanol, introduciendo ligeras modificaciones a las cantidades de muestra, reactivo y solvente respecto a la técnica original. El ensayo con isopropanol se realizó por duplicado. Los cuatro ensayos se efectuaron en forma simultánea.

Para estudiar comparativamente los tres solventes se pesaron 5g de muestra que se mezclaron con 5g de citrato de sodio. Las cuatro mezclas resultantes se transfirieron a tubos de 50ml, adicionándose un volumen de solvente de 5ml en el caso del isopropanol y acetonitrilo y de 10ml en el caso del etanol, procediéndose operativamente de la manera descripta en la experiencia anterior, salvo la segunda centrifugación que se hizo a mayor velocidad y por más tiempo (3000g durante 1min). El sobrenadante de cada uno de los tubos correspondientes a los distintos solventes se transfirió a tubos con sulfato de sodio anhidro para su inyección en el GC.

· Estudio del efecto del pH y de la adición de sulfato de sodio anhidro
En estas experiencias se estudió el efecto de la adición de 5g de sulfato de sodio anhidro y de la modificación del pH de la muestra de queso a un valor de 2-3 con el agregado de H2SO4 1:1. Las adiciones del ácido y del sulfato de sodio anhidro se realizaron sobre los 5g de muestra de queso en un cristalizador y posteriormente se adicionaron los 5g de citrato de sodio. Se preparó también un testigo mezclando la muestra de queso con el citrato de sodio para efectuar un estudio comparativo.

Las mezclas resultantes se transfirieron a los tubos correspondientes para realizar la extracción. Se procedió operativamente del mismo modo que el estudio anterior utilizándose en todos los casos 10ml de etanol como solvente. Los tres ensayos se realizaron en forma simultánea. 

· Estudio de la reproducibilidad

El objetivo de esta experiencia fue evaluar la reproducibilidad de la metodología. Con este fin se realizaron dos ensayos de manera simultánea empleando 5g de queso azul mezclado con 5g citrato de sodio y 10ml de etanol como solvente. El procedimiento operativo fue el mismo que para el estudio de los distintos solventes de extracción.

III.7.3.4. Ensayos realizados con muestras de quesos Reggianito

Las mismas condiciones operativas y cromatográficas que se utilizaron en el ensayo de reproducibilidad de las muestras de queso azul se aplicaron a muestras de queso Reggianito de la misma marca comercial pero correspondientes a distintas elaboraciones (REI y REII). Para cada una de estas muestras la extracción se realizó por duplicado. Los cuatro ensayos se condujeron en forma simultánea.

III.7.4. Microextracción en fase sólida (SPME)
La microextracción en fase sólida (SPME) en una moderna técnica de aislamiento y concentración de compuestos desarrollada en la década de 1990 en la Universidad de Waterloo (Ontario, Canadá) para el estudio de contaminantes en agua. Su uso se ha extendido rápidamente y actualmente es muy empleada en otras áreas (Pillonel et al., 2002).

Por lo novedoso de la metodología y dada la amplia aplicación que tiene en el aislamiento de compuestos de flavor de distintas matrices alimentarias, entre ellas los quesos, se considera a continuación una detallada descripción de todos los aspectos vinculados a la misma.

III.7.4.1. Principios teóricos 
Las fibras concentran los analitos a través de un proceso de adsorción y/o absorción. Distintos modelos matemáticos se han desarrollado para explicar la dinámica del proceso de absorción en matrices líquidas, considerando sistemas de dos fases y tres fases (Górecki & Pawliszyn, 1997).

Sistemas de dos fases: En este tipo de sistemas el transporte de los analitos desde el alimento hacia la fibra se inicia cuando esta última entra en contacto con la muestra y la extracción se considera completa cuando la concentración del analito alcanza el equilibrio de partición entre la muestra y la fibra. En el equilibrio (muestra gaseosa/líquida-recubrimiento de la fibra) la cantidad inicial de analito presente en la muestra se distribuye entre la matriz y el recubrimiento de la fibra. El balance de masas en dichos sistemas se expresa del modo siguiente:
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                Ecuación 1
 donde:

Co = concentración inicial del analito en la muestra

Vs = volumen de muestra

Cs( = concentración del analito en la muestra en el equilibrio

Cf( = concentración del analito en el recubrimiento de la fibra en el equilibrio

Vf  =  volumen del recubrimiento de la fibra

Para el caso de muestras líquidas, el balance de masas dado en la Ecuación 1 se aplica sólo a sistemas que no tienen headspace o para analitos cuyas constantes de Henry son tan bajas que su cantidad en el headspace se puede despreciar. 

El particionamiento de un dado analito entre el recubrimiento de la fibra y la matriz de la muestra se rige por el coeficiente de partición Kfs, también llamado constante de distribución:
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A partir de estas ecuaciones se llega a una expresión para la cantidad de analito absorbido en el recubrimiento de la fibra en el equilibrio (n):

  


       
[image: image12.wmf]s

f

fs

s

0

f

fs

V

V

K

V

C

V

K

n

+

=

            Ecuación 3
donde:

n = cantidad de analito absorbido en el recubrimiento

Co = concentración inicial del analito en la muestra

Kfs = coeficiente de partición del analito entre el recubrimiento y la matriz de la muestra.

Vf  = volumen del recubrimiento de la fibra

Vs = volumen de muestra

La Ecuación 3 muestra la relación lineal entre la concentración inicial de analito en la muestra (Co) y la cantidad de analito absorbida en el recubrimiento (n).

Es común que el término KfsVf  del denominador sea despreciable respecto a Vs debido a que Vf es mucho más pequeño que Vs. En este caso se arriba a una expresión donde la cantidad de analito extraída (n) es directamente proporcional a la concentración inicial del analito en la muestra (Co) e independiente del volumen de muestra (Vs).






[image: image13.wmf]0

f

fs

C

V

K

n

=


Ecuación 4
Sin embargo, esta última expresión no es válida en el caso de analitos con valores de Kfs muy elevados o que se utilicen en los análisis volúmenes de muestra muy pequeños. Es común que los recubrimientos usados en SPME se seleccionen por tener fuertes afinidades por los compuestos orgánicos, de modo que los valores de Kfs para estos analitos son generalmente altos. Normalmente los valores de Kfs se incrementan con el peso molecular (PM) y el punto de ebullición (PE) del analito. Compuestos con altos valores de Kfs tendrán una gran capacidad de absorción sobre la fibra respecto a aquellos compuestos con bajos valores de la constante (Supelco, 1999). 

Sistemas de tres fases: Las muestras líquidas (o sólidas) comúnmente se colocan en viales, debiendo considerarse en estos casos el headspace presente. En el equilibrio, por definición, se igualan los potenciales químicos de los analitos en las tres fases (muestra líquida (o sólida), headspace y recubrimiento de la fibra). Dado un tiempo infinito de absorción, dos tipos de equilibrios tienen lugar: Kmuestra-aire y Kfibra-aire. Por lo tanto, en sistemas donde un headspace está presente, los modelos matemáticos arriban a la siguiente expresión para calcular la cantidad de analito extraída por la fibra en condiciones de equilibrio:
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      Ecuación 5
siendo Khs el coeficiente de partición headspace-líquido
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               Ecuación 6
donde:

Chs( = concentración del analito en el headspace en el equilibrio

Vhs= volumen del headspace
Comparado con el sistema de dos fases (Ecuación 3), la diferencia es el término adicional KhsVhs en el denominador (Ecuación 5). Para compuestos volátiles, Khs es usualmente próximo a 1, lo cual significa que el volumen del headspace se puede despreciar si está próximo a cero (sistema de dos fases). Los compuestos semivolátiles tienen en general bajos valores de Khs, y por lo tanto el término KhsVhs puede ser muy pequeño. Sin embargo tal aproximación debe ser siempre verificada.

Aunque SPME tiene una sensibilidad máxima en el momento en que se establece el equilibrio de partición, se obtiene una relación proporcional entre la cantidad de analito absorbido por la fibra (n) y su concentración inicial (Co) en la matriz de la muestra antes de alcanzarse dicho estado (Kataoka et al, 2000). Esto se ha verificado a partir del tratamiento teórico de situaciones de no equilibrio (Ai, 1997), donde se ha arribado a ecuaciones empíricas que proveen expresiones que correlacionan de modo directamente proporcional la cantidad de analito extraído (n) con su concentración inicial (C0) en la fase condensada. Esto indica que es válido cuantificar por SPME antes de que se alcance el equilibrio de partición. Para el caso del muestreo en el headspace y considerando un sistema de 3 fases los estudios se focalizan en la transferencia de masa en las 2-interfases: fase condensada/fase gas y fase gas/polímero SPME. El paso determinante de la velocidad del proceso puede ser la evaporación del analito a partir de la fase condensada hacia el headspace o la difusión del analito desde la superficie del film polimérico hacia las capas más internas. 

Otro factor que debe tenerse en cuenta es que estas expresiones matemáticas se aplican a fibras donde el proceso de extracción se basa en la absorción. A partir del desarrollo de fibras de tipo adsorbentes, el modelo matemático aplicable es ligeramente diferente.

III.7.4.2. Factores que afectan los resultados de los análisis de SPME

La SPME es una técnica muy sensible a las condiciones experimentales y cualquier cambio que influencie directamente los coeficientes de distribución y la velocidad de adsorción afectará la cantidad de analitos retenidos por la fibra y, por lo tanto, la reproducibilidad (Yang & Peppard, 1994; Stevenson et al., 1996). Para lograr resultados confiables, algunas variables experimentales deben ser estrictamente controladas durante la aplicación de la técnica (Sides et al., 2000).

Wardencki et al. (2004) realizaron una revisión de aspectos teóricos y prácticos de la SPME en análisis de alimentos. Según lo expuesto por estos autores entre los factores que afectan la sensibilidad, selectividad y reproducibilidad de esta metodología se encuentran:

· Tipo de fibra (polaridad y espesor)

· Temperatura y tiempo de extracción

· Modo de extracción (muestreo en el headspace o por inmersión de la fibra)

· Modificación de la matriz (adición de sales, pH, etc.).

· Concentración inicial de los analitos y volumen de muestra

· Agitación de la muestra

· Desorción de los analitos de la fibra

Tipo de fibra: En SPME la selectividad y sensibilidad se pueden alterar cambiando el tipo de fase o el espesor de la fibra de acuerdo a las características de los analitos.

La polaridad de la fibra tiene un efecto marcado en la sensibilidad y selectividad de la técnica. Los analitos no polares son extraídos en forma más efectiva con recubrimientos de fibras no polares y los analitos polares con recubrimientos de fibras polares, de igual modo que sucede con una columna cromatográfica (Kataoka et al., 2000). La selectividad de las fibras hacia determinados compuestos se ha logrado con la adición de distintos materiales adsorbentes al recubrimiento de polímeros absorbentes. La sensibilidad depende principalmente del valor de la constante de distribución del analito entre la fase estacionaria de la fibra y la muestra (Lord & Pawliszyn, 2000; Wardencki et al., 2004) y del espesor de la fibra. Una fibra de mayor espesor extrae más de un dado analito que un recubrimiento más delgado y resulta más efectiva para compuestos altamente volátiles asegurando un transporte sin pérdidas hacia el inyector del cromatógrafo (Wardencki et al., 2004; Stashenko & Martinez, 2007). Sin embargo, con una fibra de mayor espesor se tarda más tiempo en alcanzarse el equilibrio y se extiende el tiempo de desorción en el inyector. En este caso, los analitos podrían no ser totalmente desorbidos y por tanto ser arrastrados en la próxima desorción (Supelco, 1999; Wardencki et al., 2004; Stashenko & Martinez, 2007). Un recubrimiento delgado se recomienda para sustancias con altos PE debido a que los pasos de extracción y desorción se realizan en un tiempo relativamente corto por la rápida difusión de los analitos. 

La polaridad de la fibra ha mostrado tener un efecto mínimo sobre la extracción de moléculas de bajo PM. En este caso la porosidad y el espesor del film tienen una influencia mucho más marcada (Pillonel et al., 2002). 

Siete tipos de fibras se encuentran disponibles comercialmente y en general se clasifican en dos tipos: absorbentes y adsorbentes. 

Las fibras absorbentes concentran los analitos por un proceso de partición de los mismos en una fase semejante a una esponja (Figura III.6). Los analitos migran dentro y fuera del recubrimiento y la capacidad del mismo para retener y liberar un dado analito depende primariamente de su espesor y del tamaño del analito. No existe virtualmente competencia entre los analitos por los sitios disponibles en la fibra (Supelco, 2000). 

Existen cuatro tipos de fibras absorbentes que se fabrican a partir de dos materiales: polidimetilsiloxano (PDMS) y poliacrilato (PA). La fibra PDMS no polar se encuentra disponible en tres espesores de recubrimiento (7, 30 y 100(m), mientras que la fibra PA, de tipo polar, se encuentra disponible en un único espesor (85(m). La fibra PDMS es fuertemente hidrofóbica y se prefiere para la extracción de analitos no polares (Pillonel et al., 2002). Además es muy resistente y soporta altas temperaturas del inyector (hasta cerca de 300°C) (Kataoka et al., 2000). La fibra más polar de poliacrilato (PA) se prefiere para la extracción de analitos más polares, especialmente ácidos grasos, fenoles y alcoholes (Kataoka et al., 2000; Pillonel et al., 2002).

Las fibras adsorbentes extraen analitos por interacciones físicas. Son generalmente sólidos que contienen un gran número de poros por unidad de superficie. Los macroporos que se encuentran sobre la superficie del material son efectivos para atrapar analitos de mayor tamaño a través de enlaces hidrógeno o interacciones de Van der Waals. La extracción puede ser acompañada de un proceso que atrapa los analitos en los poros internos (Figura III.6). Los microporos y mesoporos son ideales para retener analitos de pequeño y mediano tamaño. Debido a que en estos materiales existen un limitado número de sitios, estas fibras tienen capacidad reducida y/o pueden producirse desplazamientos de analitos con bajas constantes de distribución por otros con altas constantes de distribución (Supelco, 2000). 

Las fibras de tipo adsorbentes se fabrican con divinilbenceno (DVB) y/o Carboxen (CAR). Dependiendo de la polaridad deseada, las fibras con DVB se encuentran suspendidas en PDMS o Carbowax( (CW). El CAR es un tamiz molecular de carbono que contiene macroporos, mesoporos y microporos y se usa mezclado con PDMS. La combinación de CAR y PDMS mejora la extracción de moléculas pequeñas (Pillonel et al., 2002). 

En general, los recubrimientos adsorbentes se caracterizan por su habilidad para capturar pequeñas cantidades de analitos, lo cual los hace particularmente adecuados para el análisis de compuestos a niveles de traza (Supelco, 2000; Contini & Esti, 2006).

La fibra adsorbente de desarrollo más reciente contiene una combinación de una capa de DVB-PDMS sobre CAR-PDMS lo cual ofrece una capacidad de screening total. Las moléculas pequeñas que tienen mayores coeficientes de difusión alcanzan la capa interna más rápido y son adsorbidas sobre el Carboxen. Las moléculas más pesadas son retenidas en la capa exterior del DVB (Pillonel et al., 2002). 

Los films mezclados que contienen líquidos poliméricos y partículas sólidas tales como CAR-PDMS, DVB-PDMS y DVB-CAR-PDMS combinan las propiedades de absorción del líquido polimérico con las propiedades de adsorción de las partículas porosas. La totalidad de las fibras adsorbentes están dispuestas sobre un corazón StableFlexTM unido a la sílice fundida. El delgado recubrimiento de plástico sobre la sílice fundida hace más flexible a la fibra (Supelco, 2000). 
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Figura III.6: Representación esquemática de los procesos de absorción y adsorción en las fibras de SPME (Lord & Pawliszyn, 2000)
Temperatura y tiempo de extracción: Un incremento en la temperatura de extracción acelera el transporte (difusión) de analitos desde la matriz hacia el headspace (Wardencki et al., 2004). Sin embargo, ya que la retención de los compuestos por la fibra es un proceso exotérmico, las altas temperaturas no lo favorecen y decrece la cantidad de analitos extraídos por la fibra en el equilibrio (Kataoka et al., 2000; Lord & Pawliszyn, 2000). Para prevenir esta pérdida de sensibilidad el recubrimiento puede ser enfriado simultáneamente con el calentamiento de la muestra (Stevenson et al., 1996; Pillonel et al., 2002). Una medida práctica de implementar teniendo en cuenta que el vial se coloca en un baño termostatizado, es mantener inmersa sólo la parte del vial que contiene la muestra de modo que la fibra se encuentre a una temperatura más baja (Miller & Stuart, 1999). 

Una temperatura de muestreo apropiada es importante ya los analitos tienen diferentes requerimientos de energía, lo cual impacta significativamente en la concentración de los compuestos presentes en el headspace (Kanavouras et al., 2005). Generalmente la temperatura óptima depende de la composición de la matriz y de la fase estacionaria empleada. Por ejemplo, en el caso de productos conteniendo grasa se debe realizar una delicada selección de la temperatura de muestreo para minimizar la oxidación e impedir la degradación de compuestos precursores de flavor (Kanavouras et al., 2005).

El tiempo de exposición de la fibra es otro parámetro muy importante. Un mayor tiempo de exposición favorece la ocupación de más sitios de la fibra con los compuestos de la muestra. Sin embargo, una vez que todos los sitios están ocupados, tiempos más prolongados no afectan la eficiencia del proceso pudiendo incluso en algunos casos producirse desplazamientos de ciertos compuestos retenidos en la fibra (Wardencki et al., 2004). 

En este punto es importante hacer una distinción entre tiempo de equilibrio y tiempo de extracción. En el caso del muestreo del headspace, en un primer paso los analitos de la muestra alcanzan el equilibrio con el headspace del vial, y en un segundo paso los compuestos presentes en el headspace se adsorben y/o absorben sobre la fibra. Se define el tiempo de equilibrio como el tiempo necesario para que los compuestos volátiles alcancen el equilibrio de partición entre la matriz y el headspace y el tiempo de extracción como el tiempo necesario para que la fibra alcance el equilibrio con el headspace. Ambos deberían ser optimizados aun cuando no siempre sea necesario alcanzar el equilibrio total (Béné et al., 2001).

Tiempo y temperatura son dos parámetros estrechamente relacionados. Por ejemplo, un incremento de la temperatura permite acortar los tiempos de exposición reduciendo de este modo los tiempos de análisis (Wardencki et al., 2004).  

Modo de extracción: El muestreo en SPME se puede realizar de dos modos: introduciendo directamente la fibra en la solución de la muestra (inmersión directa o DI-SPME) o exponiendo la fibra en la fase vapor por encima de la muestra sólida o líquida  (HS-SPME) (Yang & Peppard, 1994).

Si un analito existe predominantemente en la fase líquida, un método de muestreo por inmersión es más sensible para un dado tiempo de muestreo y viceversa (Yang & Peppard, 1994; Stevenson et al., 1996). 

La modalidad HS-SPME prolonga la vida de la fibra y produce un menor background (Kataoka et al., 2000) porque no está en contacto directo con la muestra; además el equilibrio se alcanza más rápidamente que en el muestreo por inmersión debido a que las moléculas se mueven a mayor velocidad en el aire que en el agua y pueden por lo tanto difundir más rápidamente hacia el recubrimiento de la fibra (Supelco, 1999; Wardencki et al., 2004). 

Realizando algunas aproximaciones termodinámicas, la cantidad de analito adsorbida sobre la fibra (n) es independiente del método de muestreo, debido a que en el equilibrio los potenciales químicos de los compuestos en las tres fases es el mismo (Yang & Peppard, 1994; Stevenson et al., 1996). De acuerdo a esto, en los casos en los cuales se alcanza el equilibrio, los dos métodos de muestreo, en teoría, darían los mismos resultados (Roberts et al., 2000).

Modificación de la matriz: La forma química de los analitos presentes en la muestra depende principalmente del pH de la misma. Las variaciones de este parámetro inciden en la solubilidad de algunos analitos. Los compuestos ácidos y básicos se extraen de un modo más efectivo a pH ácidos y básicos respectivamente (Supelco, 1999). Se usa un ácido o base volátil para DI-SPME y un ácido o una base no volátil para HS-SPME (Kataoka et al., 2000). 

La adición de sal a la muestra incrementa en gran medida la eficiencia de la extracción para algunos analitos, particularmente compuestos polares y volátiles. La sal debería adicionarse para analitos traza y no es necesaria para mejorar la extracción de analitos con altas constantes de distribución (Supelco, 1999). Usualmente se utilizan: NaCl, NaHCO3, K2CO3 y (NH4)2SO4 (Kataoka et al., 2000).

Una combinación de sal y modificación de pH, a menudo mejora la extracción de analitos presentes en el headspace (Supelco, 1999).

Concentración inicial de los analitos y volumen de muestra: Como se indica en las Ecuaciones 3 y 5, la cantidad de analito adsorbida en la fibra depende no sólo de la concentración inicial del analito en la muestra (Co) sino también del volumen de la misma (Vs) (Stevenson et al., 1996; Yang & Peppard, 1994). 

A bajas concentraciones de los analitos, los cambios en el volumen de muestra no afectan la respuesta, pero a elevadas concentraciones los cambios en el volumen llegan a afectarla significativamente. Con un gran volumen de muestra ((5ml) conteniendo una alta concentración de compuestos, la cantidad de analitos removidos a partir de la muestra no es suficiente para cambiar la concentración. Por esto, la respuesta a lo largo de la curva de calibración es exponencial, especialmente para aquellos compuestos con altas constantes de distribución. Las respuestas pueden ser lineales a bajas concentraciones (Supelco, 1999). 

Debido a que la concentración de los analitos usualmente se desconoce, se recomienda mantener los volúmenes de muestra entre 1ml y 5ml y se debe usar el mismo volumen para las muestras y los estándares de calibración (Supelco, 1999). Por otro lado para incrementar la eficiencia de la extracción, el volumen de headspace del vial debería ser minimizado. Usualmente el vial se llena hasta la mitad de su capacidad. Se ha encontrado que el equilibrio se alcanza tres veces más rápido si se coloca 1ml de líquido en un vial de 5ml que si un volumen de 10ml de líquido se coloca en una vial de 50ml (Wardencki et al., 2004).

Cuando el volumen inicial de muestra es pequeño y los analitos trazas se adsorben fuertemente en la fibra, la sensibilidad de la SPME se puede incrementar tomando un volumen de muestra más grande (Yang & Peppard, 1994).

Agitación de la muestra: En el caso de muestras líquidas, la agitación magnética se utiliza ampliamente tanto en HS-SPME como en DI-SPME (Pillonel et al., 2002). La agitación acelera la transferencia de los analitos desde la muestra hacia la fibra (Kataoka et al., 2000), mejora la extracción y reduce el tiempo de análisis, especialmente para aquellos analitos de mayor PM y con altos coeficientes de difusión (Supelco, 1999). 

Aunque el tiempo de equilibrio decrece con el incremento de la velocidad de agitación, una agitación demasiado rápida o no uniforme puede modificar este tiempo y por lo tanto conducir a una baja precisión (Kataoka et al., 2000).

Desorción de los analitos de la fibra: La selección de los parámetros de desorción tales como la temperatura del inyector, la profundidad de la fibra en el puerto de inyección y el tiempo de desorción, es muy importante para la optimización de las condiciones de extracción, y una vez establecidos se deben usar en forma sistemática. 

La desorción se debe realizar en el tiempo más corto posible y para ello la temperatura del inyector debería ser ligeramente superior al PE del componente con el mayor PE, pero esto puede estar limitado por la resistencia térmica de la fibra empleada. 

Una eficiente desorción térmica de los analitos en el puerto de inyección del GC depende entre otros factores de la volatilidad del analito, del espesor de la fibra, de la cantidad de analito retenido en la fibra, de la temperatura del inyector y de la velocidad de flujo del carrier alrededor de la fibra (Kataoka et al., 2000; Wardencki et al., 2004). La profundidad de exposición de la aguja se debe regular de modo de exponer la fibra en la zona más caliente del inyector, el cual debería ser operado en el modo splitless. Para prevenir el ensanchamiento de los picos, la temperatura inicial de la columna de GC debería mantenerse tan baja como sea posible o mejor aún emplear un dispositivo conocido como cryofocusing (Kataoka et al., 2000).

III.7.4.3. Implementación de la metodología

· Dispositivo de SPME 

El dispositivo de SPME consta de una fibra de sílice fundida recubierta con una fase de poliacrilato (PA) o polidimetilsiloxano (PDMS). Estas fases pueden mezclarse con adsorbentes sólidos, resinas o carbonos porosos. La fibra se encuentra unida a un émbolo de acero inoxidable y se dispone en un sistema de protección (holder). El émbolo permite que la fibra se desplace dentro y fuera de una aguja hueca (Figura III.7).


[image: image16] Figura III.7: Esquema del dispositivo comercial de SPME

· Equipamiento, materiales y reativos utilizados en las experiencias

· Equipamiento y materiales: 

Fibra para SPME Stable Flex DVB/CAR/PDMS 50/30(m de 1cm de longitud (Supelco, Inc. Bellefonte, PA, USA) 

Holder para muestreo manual de la fibra (Supelco, Inc. Bellefonte, PA, USA)

Viales de vidrio de 30ml de capacidad

Tapones de goma (butilo gris)

Sello o anillo de Aluminio

Pinza manual para efectuar el cierre hermético de los viales

Manta calefactora

· Reactivos:

Cloruro de sodio (p.a, ACS); Sulfato de sodio anhidro (p.a, ACS); Aceite puro de girasol, H2SO4 (95-98%, p.a, ACS).

Soluciones patrones (Sigma Aldrich, pureza (97%) de los siguientes compuestos:

Esteres: Acetato de etilo, Butanoato de etilo, Hexanoato de etilo, Octanoato de etilo, Butanoato de metilo, Hexanoato de metilo, Butanoato de isoamilo.

Alcoholes: Etanol, 1-propanol, 1-butanol, 1-pentanol, 1-hexanol, 1-octanol, 2-propanol, 2-pentanol, 2-hexanol, 2-heptanol, 2-octanol, 2-nonanol, 2-metil propanol, 3-metil 1-butanol, 2-etil 1-hexanol.

Cetonas: propanona, 2-butanona, 2-pentanona, 2-hexanona, 2-octanona, 2-nonanona, 2-decanona, 2-undecanona, 2,3-butanodiona (diacetilo). 

Aldehídos: 2-metilbutanal, Benzaldehído.

Terpenos: Limoneno.

Ácidos: Etanoico, Propanoico, Butanoico, Pentanoico, Hexanoico, Heptanoico, Octanoico, Decanoico, Dodecanoico, 2-metilpropanoico, 3-metilbutanoico.

· Muestras de quesos analizadas:

En la mayoría de los ensayos se emplearon muestras de una marca de queso azul (A) y una marca de queso Reggianito (RE). En el caso particular del tiempo de exposición de la fibra se emplearon nueve muestras de quesos azules (AI, BI, CI, DI, AII, BII, CII, DII, EII) y siete muestras de quesos Reggianito (AI, BI, CI, DI, EI, DII, EII) de distintas marcas comerciales y períodos de muestreo.
· Descripción general del desarrollo de las experiencias

Previo a la utilización por primera vez de la fibra de SPME, la misma se acondicionó en el puerto de inyección del GC, en las condiciones recomendadas por los fabricantes (270ºC durante 1 hora). Se operó en el modo split y se fijó la temperatura del detector en 290ºC.

Las muestras de los quesos a analizarse se pesaron en viales de vidrio de 30ml los cuales se cerraron con tapones de goma y se sellaron con un precinto de aluminio empleando una pinza manual para lograr un cierre hermético. Los viales se prepararon el día previo a los análisis, permaneciendo hasta ese momento a 4°C. 

Dependiendo del tipo de experiencia realizada, en algunos casos los viales se dejaron a temperatura ambiente un cierto tiempo o directamente se colocaron en un baño de agua termostatizado a una dada temperatura. En algunos ensayos los viales permanecieron un cierto tiempo en el baño de agua previo a la exposición de la fibra mientras en otros la fibra se expuso en el headspace en forma directa.

Para usar el dispositivo de SPME primeramente la fibra se introdujo dentro de la aguja para su protección y luego ésta se pasó través del septum que cierra el vial de la muestra y se bajó el émbolo para liberar la fibra y exponerla en el headspace por encima de la misma (Figura III.8). Luego de transcurrido un tiempo la fibra se volvió a colocar dentro de la aguja y se retiró del vial. Finalmente la aguja se introdujo dentro del inyector del GC donde se expuso nuevamente la fibra y los analitos se desorbieron térmicamente (Figura III.9).

En las distintas experiencias de optimización de la metodología, la desorción de los compuestos de la fibra se realizó en el modo splitless empleando las siguientes condiciones cromatográficas: T. inyector: 250°C; T. detector: 290°C; T. horno: 45°C (4min), 5°C/min hasta 150°C (3min) y 8°C/min hasta 250°C (5min). 
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Figura III.8: Proceso de adsorción y/o absorción
         Figura III.9: Proceso de desorción de la fibra

                       en la fibra     


 

III.7.4.4. Estudio de distintas condiciones operativas de la metodología de SPME

La selección de la fibra a utilizarse en los distintos estudios se realizó a partir de una búsqueda bibliográfica donde se determinó el tipo de fibra más comúnmente empleada en el análisis de muestras de quesos de las variedades azules y tipo grana.

Distintos factores que afectan la sensibilidad, selectividad y reproducibilidad de esta metodología se evaluaron a través de una serie de ensayos: 

1. Tiempo de desorción

2. Temperatura de extracción

3. Tiempo de equilibrio de la muestra previo a la exposición de la fibra

4. Cantidad de muestra que se coloca en los viales

5. Incidencia de algunos componentes de la matriz de los quesos en la liberación o retención de compuestos de aroma 

6. Tiempo de exposición de la fibra en el headspace de los viales

Algunos de estos factores se estudiaron sólo en muestras de queso azul y otros factores se evaluaron tanto en muestras de quesos azules como de Reggianito.

III.7.4.4.1. Estudio del tiempo de desorción de la fibra en el puerto de inyección del GC con muestras de queso azul

Este estudio se realizó para fijar un tiempo de exposición de la fibra en el inyector del GC que permitiera la completa desorción de los compuestos retenidos en la misma.

Se efectuó un primer ensayo dejando la fibra expuesta en el headspace de un vial con 10g de muestra durante toda la noche (aproximadamente 17hs) a temperatura ambiente (24ºC). Al día siguiente se efectuó la desorción de los compuestos retenidos en la fibra en el puerto del inyector del GC por 10 minutos a 250ºC. Al cabo de la corrida se volvió a exponer la fibra en el inyector en las mismas condiciones. 

Otra experiencia de iguales características se realizó posteriormente utilizando un tiempo de desorción de 5 minutos.

III.7.4.4.2. Estudio de la temperatura de extracción con muestras de queso azul

Algunos ensayos preliminares se realizaron para analizar la influencia de la temperatura del baño en que se colocan los viales sobre el perfil de compuestos. En la mayoría de los trabajos publicados las temperaturas de exposición de la fibra se encuentran en el rango de 40ºC a 60ºC, encontrándose algunos casos de muestreo del headspace a temperatura ambiente.

En estas experiencias los viales con 10g de queso se dejaron a temperatura ambiente (24ºC) durante 3hs y luego se colocaron en un baño de agua a dos temperaturas: 40(1ºC y 60(1ºC. Posteriormente la fibra se expuso en el headspace de los viales durante 45min. 

III.7.4.4.3. Estudio del tiempo de equilibrio previo a la exposición de la fibra con muestras de queso azul

Para evaluar como afecta a la composición del headspace el tiempo que permanece la muestra en los viales cerrados previo a la exposición de la fibra, se llevaron a cabo distintas experiencias. 

Un grupo de ensayos consistió en retirar los viales del refrigerador (4ºC) y dejarlos a temperatura ambiente (23ºC) durante distintos tiempos (3hs, 5hs y 7hs). Luego se colocaron en un baño de agua a 40(1ºC exponiéndose la fibra en el headspace por 30min. Estas experiencias se realizaron con 10g de queso azul. 

Otro grupo de experiencias se realizó retirando los viales del refrigerador (4ºC) y colocando los mismos inmediatamente en el baño de agua a 40(1ºC. A esta temperatura se mantuvieron durante diferentes tiempos (5min, 10min, 15min, 30min y 60min) y luego se expuso la fibra en el headspace por 5 minutos. Los ensayos se realizaron con 5g de queso azul.

III.7.4.4.4. Estudio de la cantidad de muestra de queso azul y Reggianito analizada 

En este estudio se evaluó la incidencia que tienen en los perfiles de compuestos las distintas cantidades de muestra que se colocan en los viales para su análisis.

Se utilizaron viales de igual forma y volumen (30ml) y se adicionaron a los mismos distintas masas de queso azul (0.3g, 0.6g, 1g, 2.5g, 5g y 10g) y Reggianito (5g y 10g). 

En todos los casos, los viales se sacaron del refrigerador (4ºC) y se colocaron en un baño de agua a 40(1ºC durante 10min, exponiéndose la fibra en el headspace durante 30min.

III.7.4.4.5. Estudio de la incidencia de distintos componentes de la matriz de queso azul en la liberación o retención de compuestos de aroma 

Como algunos ensayos previos indicaron cierta variabilidad de las muestras de quesos azules en cuanto a su composición fisicoquímica, se evaluó de qué modo las modificaciones de ciertos parámetros de la matriz de queso podrían afectar la composición del headspace. Con este fin se adicionaron a la matriz de queso azul compuestos presentes naturalmente en la misma tales como el NaCl (para analizar el efecto de la fuerza iónica) y el agua (para analizar el efecto del contenido acuoso) y otras sustancias que permitieran introducir modificaciones a la matriz tales como el Na2SO4 anhidro (para analizar el efecto del agua disponible), aceite desodorizado (para analizar el efecto del contenido de materia grasa) y ácido sulfúrico (para analizar el efecto de la acidificación). Para poder visualizar de un modo claro la incidencia de la materia grasa, humedad, contenido de sal y pH se efectuaron variaciones importantes de la composición de la matriz, las que no necesariamente comprendieron el rango de valores en que pueden variar estos parámetros en las distintas muestras de queso azul.

Las experiencias que se realizaron fueron: 

Experiencia 1: 5g de queso azul (testigo)

Experiencia 2: 5g de queso azul adicionado de 1g de NaCl

Experiencia 3: 5g de queso azul adicionado de 1.5g de NaCl

Experiencia 4: 5g de queso azul adicionado de 1g de Na2SO4 anhidro

Experiencia 5: 5g de queso azul adicionado de 5g de Na2SO4 anhidro

Experiencia 6: 5g de queso azul adicionado de 1.5g de aceite desodorizado

Experiencia 7: 5g de queso azul acidificado a pH=2-3

Experiencia 8: 5g de queso azul adicionado de 5ml de agua (suspensión).

Con excepción de la experiencia 1, la preparación de los viales se realizó pesando los 5g de queso azul en un cristalizador. Las adiciones de sales, aceite, ácido y agua se realizaron sobre las muestras de queso, obteniéndose en cada caso una masa homogénea o una suspensión cuando se agregó el agua, que se transfirieron a los viales. Éstos se colocaron en un baño de agua a 40(1°C y previo a la exposición de la fibra se mantuvieron a la temperatura mencionada por 10min. La fibra se expuso en el headspace de los viales durante 30min. 

El aceite utilizado en la experiencia 6 fue previamente analizado en las mismas condiciones de muestreo de headspace que se aplicaron a las distintas muestras. 

III.7.4.4.6. Estudio del tiempo de exposición de la fibra con muestras de queso azul y Reggianito

Se realizaron distintas experiencias para analizar la incidencia del tiempo de exposición de la fibra en la composición cualitativa y cuantitativa del headspace.

Este estudio se realizó sobre nueve muestras de queso azules (AI, BI, CI, DI, AII, BII, CII, DII, EII) y siete muestras de queso Reggianito (RAI, RBI, RCI, RDI, REI, RDII, REII). En todos los casos se empleó una cantidad de muestra de 5g. 

En los quesos azules se estudiaron cuatro tiempos de exposición de la fibra (1min, 5min, 15min y 30min) en los quesos AI, BI, CI, DI y tres tiempos (5min, 15min y 30min) en los quesos AII, BII, CII, DII, EII, mientras que en los quesos Reggianito se estudiaron dos tiempos de exposición de la fibra en el headspace (15min y 30min).

Los viales con las muestras se colocaron en un baño de agua a una temperatura de 40(1°C y previo a la exposición de la fibra se mantuvieron a la temperatura mencionada durante 10 minutos. 

III.7.4.4.7. Aplicación de la SPME al estudio de los perfiles de compuestos volátiles con muestras de quesos azules y tipo grana

Un total de 18 muestras de quesos azules y 17 muestras de quesos tipo grana (quince muestras de quesos Reggianito, una muestra de Grana Padano y una muestra de Parmigiano Reggiano) adquiridas en el mercado, se analizaron por SPME. 

La preparación de los viales se realizó con 5g de queso en todos los casos. Los viales con muestra se colocaron en un baño de agua a 40(1°C y previo a la exposición de la fibra se mantuvieron a la temperatura mencionada durante 10 minutos. La exposición de la fibra en el headspace se realizó por 5min en los quesos azules y por 15min en los quesos tipo grana. 

La desorción de los compuestos se realizó en el GC por 5min utilizando las siguientes condiciones cromatográficas: T. inyector: 250°C; T. detector: 290°C; T. horno: 45°C (4min), 5°C/min hasta 150°C (3min) y 8°C/min hasta 250°C (5min).
III.8. Análisis cromatográfico de los compuestos volátiles

Para la obtención de los perfiles cromatográficos de los compuestos volátiles se empleó un cromatógrafo gaseoso (GC) Perkin Elmer modelo 9000 equipado con un inyector split-splitless, un detector de ionización de llama (FID) y un software Turbocrom v40. Con este equipo además se obtuvieron los valores de áreas de compuestos volátiles que se utilizaron como datos semicuantitativos. Se emplearon dos columnas capilares de sílica fundida modelo PE-Wax de polietilenglicol (30mx0.25mmx0.25m y 60mx 0.25mmx 0.25(m) (Perkin Elmer Corp., USA). 

III.9. Identificación de los compuestos 

Paralelamente al análisis cromatográfico por GC-FID de los compuestos aislados en las muestras de quesos azules y Reggianito por SPME, se realizó la identificación de los compuestos empleando un GC acoplado a un MS (Shimadzu QP-5000), el cual cuenta con una trampa iónica (equipo perteneciente al CERIDE, grupo del Dr. Alfano).

Se analizaron todas las muestras de queso correspondientes a los períodos de muestreo I, II y III de los quesos azules y a los períodos de muestreo I y II de los quesos Reggianito. 

Las condiciones de muestreo del headspace que se utilizaron fueron:

· Cantidad de muestra en los viales: 5g
· Tiempo de equilibrio previo a la exposición de la fibra: 10min

· Temperatura de exposición de la fibra: 40(1°C

· Tiempo de exposición de la fibra: 15min en quesos azules y 30min en quesos Reggianito
· Tiempo de desorción de la fibra en el inyector del GC: 5min
Se emplearon las mismas columnas cromatográficas y el mismo programa de temperatura que para el análisis por GC-FID. Como gas carrier se utilizó He de alta pureza. 

Las condiciones operativas fueron:

· Voltaje de ionización: 70eV

·  Temperatura de la interfase: 260ºC

·  Rango de masas escaneado: 42 a 300m/z.

·  Velocidad de escaneado: 250amu/seg. 

La identificación de los picos se realizó mediante búsqueda bibliográfica en librería de espectros (NIST-62) y el uso de estándares de referencia. 

La sensibilidad de muchos analitos presentes en bajas concentraciones estuvieron por debajo del límite de detección del GC-MS y los mismos fueron identificados con estándares de referencia en el GC-FID. Cuando no se dispuso de estándares de referencia la identificación se realizó con datos de bibliografía.

Las áreas de los picos de los diferentes compuestos obtenidas por GC-FID se integraron expresándose como unidades arbitrarias. Todas las experiencias se realizaron por duplicado y se informaron los valores promedios.

III.10. Análisis Sensorial

Este estudio se llevó a cabo de una manera informal dado que no se contó con un panel de personas entrenadas. Los panelistas fueron personas habituadas al consumo de quesos en general, particularmente del Reggianito pero no lo estaban al consumo de quesos azules.

Uno de los principales objetivos de este análisis fue que los panelistas se familiaricen con las características organolépticas típicas de los quesos en estudio. De acuerdo a esto los resultados obtenidos de estas pruebas fueron evaluados en este contexto y constituyeron sólo una primera aproximación a lo que debe ser una correcta y confiable evaluación sensorial.

El análisis consistió en una prueba sensorial del tipo descriptiva con un panel no entrenado de 10 a 12 personas, donde se evaluaron los siguientes atributos sensoriales: aroma, textura, sabor, sabor residual y aspecto general. 

En cada sesión de evaluación se entregó a los panelistas las muestras de quesos a analizar (identificadas con números aleatorios) en forma de cuña, de manera que cada una incluya la parte central y las zonas periféricas del queso, junto a una cartilla en la cual se definieron los atributos sensoriales de la variedad de queso estudiada. Es decir que para cada atributo a analizar se indicó cual sería la situación ideal o de referencia. En las Tablas III.1 y III.2 se presentan las cartillas entregadas a los panelistas con las características sensoriales ideales para los quesos azules y Reggianito respectivamente. Además se entregó una planilla por muestra (Tabla III.3), en la cual los evaluadores debieron indicar el resultado de la evaluación para cada atributo en una escala numerada de 1 a 10, siendo 10 el puntaje máximo que correspondió a la referencia. Para cada una de las muestras se obtuvieron los puntajes promedio de los distintos atributos evaluados.

DEFINICION SENSORIAL DE LOS QUESOS AZULES

	Atributo
	Situación ideal (puntaje 10)

	Aroma

(olfato)
	· Olor acentuado, penetrante, a hongos.

·  Si el queso es muy madurado puede detectarse ligeramente amoníaco.



	Aspecto gral.

(visual)
	· Distribución más o menos uniforme de los hongos en toda la masa del queso.

· Color blanco, ligeramente amarillento, uniforme, con vetas características de color verde o verde azulado.

· Ojos no posee. Podrá presentar algunas aberturas (ojos mecánicos).



	Textura

(visual y al tacto)
	· Consistencia no demasiado rígida, ligeramente cremosa.



	Sabor
	· Moderadamente picante

· Medianamente salado

· Penetrante



	Sabor residual
	· Persistente, ligeramente salado

· agradable

· a lipólisis

     


DEFECTOS FRECUENTES EN QUESOS AZULES (los cuales disminuyen el puntaje con respecto al 10)

· Demasiado Cremoso o demasiado granuloso

· Irregular distribución del hongo en la masa del queso

· Muy salado o deficiente en sal

· Presencia de ojos

· Gustos y aromas extraños

· Demasiado olor a amoníaco

Tabla III.1: Características sensoriales ideales de aroma, aspecto general, textura, sabor y sabor residual de los quesos azules
DEFINICION SENSORIAL DE LOS QUESOS REGGIANITO

	Atributo
	Característica ideal (puntaje 10)

	Aroma

(olfato)
	· genuino a queso duro, no a Pategrás, no a Cremoso, con personalidad

· suave aroma a lipólisis

· ligeramente picante



	Aspecto gral.

(visual)
	· color ligeramente amarillento, uniforme

· ausencia de grietas, rajaduras y ojos

· apariencia granulosa



	Textura

(visual y al tacto)
	· granulosa

· quebradiza

· granulosa al corte desgarrante



	Sabor
	· ligeramente picante

· medianamente salado

· sabor granuloso con probable presencia de cristales



	Sabor residual
	· persistente 

· agradable




DEFECTOS FRECUENTES EN QUESOS REGGIANITO (los cuales disminuyen el puntaje con respecto al 10)

· Pastoso y elástico

· Muy Salado o deficiente en sal

· Presencia de ojos, grietas, rajaduras mecánicas

· Gustos y aromas extraños

· Amargo

· Acido 

· Halo amarillo oscuro o rosado cercano a la corteza 

Tabla III.2: Características sensoriales ideales de aroma, aspecto general, textura, sabor y sabor residual de los quesos Reggianito.
PRUEBA DE EVALUACIÓN SENSORIAL: QUESOS AZULES / QUESOS REGGIANITO

Fecha:   ......./......../.......

Panelista:   ............................

Muestra: .......................
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Tabla III.3: Esquema de planilla de análisis sensorial de los quesos azules y Reggianito.

III.11. Procesamiento de los resultados

Los primeros ensayos realizados con las distintas metodologías de aislamiento formaron parte de un estudio exploratorio que permitió visualizar a grandes rasgos la potencialidad que tendrían las mismas en el análisis sistemático de las muestras de quesos.

Debido a las desventajas e inconvenientes que se fueron observando durante el desarrollo y aplicación de algunas de las metodologías (principalmente arrastre con N2 y destilación por arrastre con vapor, extracción L-L y concentración) no se profundizó en el estudio de las mismas y los resultados obtenidos en forma de perfiles cromatográficos fueron analizados a través de una inspección visual (número y altura de los picos). Sólo en algunos ensayos en particular se realizó una identificación preliminar de los compuestos con el uso de estándares y/o se obtuvieron los valores de las áreas.

En el caso particular de la microextracción en fase sólida (SPME) los resultados preliminares fueron muy buenos, obteniéndose perfiles de compuestos muy completos con cortos tiempos de análisis. Por esta razón, se realizó un análisis pormenorizado de los distintos parámetros que afectan la performance de esta metodología, efectuando la identificación (por GC-MS) e integrando las áreas de los compuestos presentes en los distintos perfiles cromatográficos (por GC-FID) para una mejor evaluación de los mismos. 

Una vez seleccionadas y establecidas las condiciones óptimas de la SPME, las mismas se aplicaron al análisis de las muestras de quesos azules y Reggianito seleccionadas para su estudio. Los compuestos identificados en los perfiles se agruparon por familia química y se obtuvieron los valores de áreas individuales y el área total para cada grupo químico.

Los valores de los distintos parámetros de composición fisicoquímica, de lipólisis y de las distintas fracciones nitrogenadas que se obtuvieron para las muestras analizadas se promediaron para las distintas marcas, aplicándose ANOVA de una vía a los efectos de establecer diferencias o similitudes entre las mismas. Este estudio se realizó para cada una de las variedades de queso.

Los resultados de los distintos análisis (composición fisicoquímica, lipólisis, proteólisis y compuestos volátiles identificados) se utilizaron para construir matrices de datos y aplicar la herramienta estadística multivariada Análisis por Componentes Principales (PCA por sus siglas en inglés) a los efectos de determinar posibles agrupamientos por marcas entre las muestras de cada variedad.

Se utilizaron con este fin los softwares estadísticos Statistix 7 (Analytical Softeare, Tallase, FL, USA) y Statgraphics plus 3.1 (Manugistics, Inc., Rockville, MD, USA).
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Parte A

Evaluación de distintas metodologías para el aislamiento de compuestos de flavor. Selección y puesta a punto de una técnica para aplicar al estudio de quesos azules y Reggianito
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A.IV. Estudio de distintas metodologías de aislamiento de compuestos

Tal como fue especificado en el Capítulo II de Materiales y Métodos, se estudiaron en el laboratorio varias metodologías de aislamiento de los compuestos de flavor en los quesos con el objetivo de seleccionar la más conveniente para este trabajo, tanto desde el punto de su practicidad como de su efectividad y costo. En esta primera parte se presentan algunos resultados obtenidos con cada una de ellas y se discute y justifica la selección realizada. 

A.IV.1. Arrastre con N2
Se estudiaron una serie de parámetros asociados a la metodología: caudal de gas carrier, tipo de solvente y temperatura de las trampas. Se utilizaron muestras de quesos azules (A) y Reggianito (RE).

El análisis de los resultados se realizó a través de una inspección visual de los cromatogramas obtenidos (altura y cantidad de picos). 

A.IV.1.1. Ensayos realizados con muestras de queso azul

· Efecto del caudal de N2 utilizando como refrigerante de las trampas una mezcla frigorífica de hielo-NaCl

En estas experiencias se ensayaron cuatro valores de caudales (3ml/min; 15ml/min; 30ml/min y 60ml/min) utilizando etanol en las trampas. La elección del etanol se realizó considerando sus excelentes propiedades como solvente.

A partir de la observación de los cromatogramas de los extractos obtenidos con los cuatro valores de caudales ensayados (Figuras A.IV.1, A.IV.2, A.IV.3 y A.IV.4), se obtuvieron las siguientes conclusiones preliminares:

· Un mayor número de picos pareció observarse con el aumento del caudal de N2.

· Diferencias cuantitativas en los perfiles de compuestos se encontraron con los distintos valores de caudales ensayados.

· La presencia de compuestos en los extractos de la segunda trampa indicó que la temperatura no fue lo suficientemente baja como para retener los analitos en la primera trampa.

· En las condiciones ensayadas, la mayor eficiencia en la extracción de analitos pareció lograrse con caudales entre 15 y 30ml/min. Para valores de 60 ml/min se observó una disminución de las alturas de los picos, probablemente por un efecto de arrastre ya que en este caso se detectó olor a queso a la salida de la segunda trampa. 
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Figura A.IV.1: Perfil de compuestos volátiles de una muestra de queso azul correspondiente a un arrastre realizado con un caudal de N2 de 3ml/min. Trampas inmersas en mezcla frigorífica[image: image137.wmf]15min
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Figura A.IV.2: Perfil de compuestos volátiles de una muestra de queso azul correspondiente a un arrastre realizado con un caudal de N2 de 15ml/min. Trampas inmersas en mezcla frigorífica.
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3: Perfil de compuestos volátiles de una muestra de queso azul correspondiente a un arrastre  realizado con un caudal de N2 de 30ml/min. Trampas inmersas en mezcla frigorífica.
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Figura A.IV.4: Perfil de compuestos volátiles de una muestra de queso azul correspondiente a un arrastre realizado con un caudal de N2 de 60ml/min. Trampas inmersas en mezcla frigorífica.

· Efecto del caudal de N2 utilizando como refrigerante de las trampas una mezcla de CO2 sólido-acetona

A fin de retener los compuestos sólo en la primera trampa, se utilizó un sistema refrigerante que permitiera alcanzar temperaturas más bajas. De acuerdo a referencias bibliográficas (Bemelmans, 1981) la mezcla CO2 sólido-acetona puede alcanzar valores de -110ºC.

En la primera experiencia que se realizó con un caudal de N2 promedio de 30ml/min (valor seleccionado de acuerdo a los resultados del grupo de experiencias anteriormente realizadas) no se obtuvieron los resultados esperados ya que se observó un perfil de compuestos con muy pocos picos y alturas visiblemente menores respecto a la experiencia anterior con el mismo valor de caudal (Figura A.IV.5). 
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Figura A.IV.5: Perfil de compuestos volátiles de una muestra de queso azul correspondiente a un arrastre realizado con un caudal de N2 de 30ml/min. Trampas inmersas en CO2 sólido-acetona.

A partir de estos resultados se realizó otra experiencia donde se ensayó otro valor de caudal y para aumentar la superficie de contacto e incrementar la eficiencia en el arrastre que hace el N2 se utilizó un inerte mezclado con el queso. La corrida comenzó con un caudal que en promedio se mantuvo en 135ml/min y luego de 90min se aumentó a 500ml/min por el término de 15 minutos ya que después de este tiempo se observó la formación de un tapón de hielo en la conexión de ingreso a la primera trampa debiendo darse por concluída la experiencia.

Del cromatograma correspondiente a esta experiencia (Figura A.IV.6) se extrajeron las siguientes conclusiones preliminares: 

· El perfil de los picos cromatográficos fue sustancialmente diferente al grupo de experiencias anteriores. 

· El caudal de 135ml/min y la utilización de un inerte mezclado con la muestra aumentó sustancialmente la eficiencia de la extracción. 

· La baja temperatura de las trampas junto con el poder disolvente del etanol permitió la concentración de los analitos en la primera trampa.

· Cuando se triplicó el caudal se observaron muy pocos picos, lo que indicaría en principio una extracción eficiente con el caudal de 135ml/min.

[image: image156.wmf]100

x

1

.

Exp

Área

1

.

Exp

Área

n

.

Exp

Área

a

-

=


[image: image157.emf]0

50000

100000

150000

200000

250000

5min. 15min. 30min.

tiempo

1-propanol

1-butanol

2-hexanol

1-hexanol

2,3-butanodiol

2-metil 1-

propanol


[image: image158.emf]0

500000

1000000

1500000

2000000

2500000

3000000

5min. 15min. 30min.

tiempo

2-propanol

Etanol

2-pentanol

3-metil 1-butanol

2-heptanol

2-octanol

2-nonanol


[image: image159.emf]0

800000

1600000

2400000

3200000

4000000

5min. 15min. 30min.

tiempo

2-propanol

Etanol

2-pentanol

3-metil 1-butanol

2-heptanol

2,3-butanodiol


[image: image160.emf]A

B

C

D

E

F

I

II

III

IV

0

20

40

60

80

100

Suma de ácidos y  metilcetonas (%)

marcas

Períodos de 

muestreo


Figura A.IV.6: Perfil de compuestos volátiles de una muestra de queso azul correspondiente a un arrastre realizado con un caudal de N2 de 135ml/min durante 90 minutos y luego un caudal de 500ml/min durante 15min. Trampas inmersas en CO2 sólido-acetona.

Habiéndose observado el importante pico de solvente en los cromatogramas, que puede enmascarar potenciales analitos en la zona en la cual eluye, se realizó otra experiencia donde se probó retener los compuestos en la primera trampa por el sólo efecto de la temperatura. El control del caudal a la salida de la segunda trampa se efectuó a los efectos de detectar posibles formaciones de tapones de hielo en las conexiones con el agua de la muestra, que en parte es arrastrada por el carrier y controlar además la pérdida de carga en el sistema. 

Desde el inicio de la experiencia se observó una importante pérdida de carga en el sistema (el caudal inicial de 170ml/min disminuyó a valores de 100ml/min a la salida de la segunda trampa). Transcurridos 30min de corrida se registró un descenso brusco del caudal coincidente con la aparición de un tapón de hielo en la conexión a la primera trampa. Dadas estas condiciones se concluyó la experiencia.

En la primera trampa no se observó ningún vestigio de compuestos arrastrados por el N2, por lo cual se adicionaron 0.5ml de etanol para solubilizar los compuestos que pudieran estar presentes en las paredes del tubo. El análisis del cromatograma indicó que los compuestos no fueron retenidos en la primera trampa por el sólo efecto de la temperatura ya que no se observaron picos en el mismo luego de la adición del etanol. Algunos picos se observaron en el cromatograma correspondiente al extracto de la segunda trampa pero sus áreas fueron pequeñas, debido probablemente a los bajos caudales de N2 registrados y  al menor tiempo de duración de la experiencia. Otro dato importante que se obtuvo fue la necesidad de monitorear el caudal de N2 para controlar la pérdida de carga en el sistema y la formación de tapones de hielo en las trampas.

· Estudio de la reproducibilidad de la metodología

Para evaluar la reproducibilidad de la metodología se compararon visualmente los cromatogramas de los extractos de las dos experiencias que se realizaron por duplicado (un total de cuatro ensayos) en las mismas condiciones operativas. 

Desde un punto de vista cualitativo se observaron perfiles de compuestos similares, aunque en ambas experiencias se evidenciaron diferencias respecto a la altura de los picos de algunos analitos. A modo de ejemplo se presentan los cromatogramas que corresponden a la primera experiencia (ensayos 1a y 1b) (Figuras A.IV.7 y A.IV.8).
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Figura A.IV.7: Perfil de compuestos volátiles de una muestra de queso azul correspondiente a un arrastre realizado con un caudal de N2 de 125ml/min. (Ensayo 1a). Trampas inmersas en CO2 sólido-acetona.
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Figura A.IV.8: Perfil de compuestos volátiles de una muestra de queso azul correspondiente a un arrastre realizado con un caudal de N2 de 125ml/min. (Ensayo 1b). Trampas inmersas en CO2 sólido-acetona.

Teniendo en cuenta estos resultados se concluyó que la reproducibilidad es un aspecto que debe ser cuidadosamente evaluado. 

· Empleo de metanol como solvente de las trampas

Teniendo en cuenta que el principal inconveniente del etanol reside en su elevado PE y su alta polaridad y que debido al tipo de columna cromatográfica utilizada, el pico del mismo es ancho y enmascara posibles analitos en la zona en la cual eluye, se decidió evaluar el metanol debido a que presenta una polaridad similar y al tener un carbono menos debería ser menor la respuesta del detector. Con este fin se realizaron dos ensayos en las mismas condiciones operativas, utilizando en un caso metanol y en otro etanol como solventes de las trampas. 

La observación de los cromatogramas superpuestos correspondientes a los ensayos realizados con estos dos solventes (Figura A.IV.9) permitió extraer las siguientes conclusiones:

· Un perfil de picos similar, tanto cualitativo como cuantitativo, se obtuvo con los dos solventes ensayados. 

· Como era de esperarse, si bien el pico del metanol resultó más angosto siguió siendo importante, y en la zona del cromatograma que permitió observar, sólo se detectó un pico adicional respecto al etanol.
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Figura A.IV.9: Estudio comparativo del perfil de compuestos volátiles de una muestra de queso azul correspondientes a un arrastre realizado con un caudal de N2 de 130ml/min empleando metanol y etanol como solventes de las trampas. Trampas inmersas en CO2 sólido-acetona.

A.IV.1.2. Ensayos realizados con muestras de queso Reggianito

En el caso de los quesos Reggianito se realizaron experiencias utilizando las mismas condiciones operativas que los quesos azules y ensayando nuevamente el etanol y metanol como solventes de las trampas. Cada uno de estas experiencias se realizó por duplicado.

Al igual que en el caso de los quesos azules no se observaron diferencias notorias en los perfiles de compuestos obtenidos utilizando los dos solventes y también se observaron nuevamente inconvenientes asociados con la reproducibilidad.

Los cromatogramas correspondientes a la primera experiencia (ensayos 1a y 1b) utilizando metanol como solvente de las trampas se presenta en las Figuras A.IV.10 y A.IV.11.
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Figura A.IV.10: Perfil de compuestos volátiles de una muestra de queso Reggianito correspondientes a un arrastre realizado con un caudal de N2 de 130ml/min (Ensayo 1a) empleando metanol como solvente. Trampas inmersas en  CO2 sólido-acetona.
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Figura A.IV.11 Perfil de compuestos volátiles de una muestra de queso Reggianito correspondientes a un arrastre con N2 realizado con un caudal de 130ml/min (Ensayo 1b) empleando metanol como solvente. Trampas inmersas en  CO2 sólido-acetona.
Conclusiones 

· Con las condiciones operativas que se utilizaron en las distintas experiencias fue posible la separación de la matriz de queso de compuestos volátiles con tiempos de retención menores a los 15 minutos.

· Aunque se consideró necesario el empleo de altas temperaturas para favorecer la volatilidad de los compuestos (90±2ºC), con el empleo de un gas inerte en el arrastre se evitaría que se produzcan fenómenos oxidativos al ser removido el oxígeno del sistema. 

· Los solventes que se utilizaron en las trampas para retener los analitos presentaron anchos picos en los cromatogramas, que representó una importante desventaja por el posible enmascaramiento de analitos. 

· Los perfiles de compuestos obtenidos para los quesos azules y Reggianito fueron diferentes lo que indicaría la capacidad de la metodología para reflejar las diferencias existentes entre ambas variedades.

· Se observó una baja reproducibilidad, ya que los perfiles cromatográficos presentaron claras diferencias en las alturas de los picos. Esto podría deberse a fluctuaciones del gas carrier durante las experiencias, problemas asociados al sistema que distribuye el gas de arrastre (material poroso) el cual no permitiría un arrastre uniforme de los compuestos, condensación en distintas zonas del dispositivo, etc. 

· La aplicación de la metodología a las muestras de queso resultó lenta y laboriosa.

· Aunque se podría continuar el estudio de esta metodología analizando por ejemplo el uso de otros solventes en las trampas, se consideró que el principal inconveniente se encuentra en el diseño del dispositivo de purgado debido al contenido de agua de las muestras (fundamentalmente en los quesos azules). Cuando se diseñó el recipiente de la muestra se planteó como necesaria una zona de condensación del agua para evitar la obturación de las trampas frías. Sin embargo, en dicha fase es probable que se encuentren particionados compuestos volátiles y solubles en agua lo cual podría ser la causa de la poca sensibilidad de la metodología y afectar la reproducibilidad. En este punto podría evaluarse la posibilidad de utilizar algún tipo de agente deshidratante (por ejemplo sulfato de sodio anhidro) mezclado con las muestras de queso que al mismo tiempo aumente la superficie de contacto con el gas de arrastre.

· En función de las desventajas observadas en esta metodología no se la consideró una herramienta adecuada para el análisis sistemático de las muestras de quesos, por lo que no se continuó con el estudio y puesta a punto de la misma.

A.IV.2. Destilación por arrastre con vapor, extracción L-L y concentración del extracto
A.IV.2.1. Ensayos realizados con muestras de queso azul

En las distintas experiencias que se llevaron a cabo sobre muestras de queso azul se estudiaron algunas variables tales como el pH de la suspensión de queso, el volumen a recogerse de destilado, distintos solventes de extracción y la incidencia del agregado de NaCl en las distintas etapas de la metodología. 

El análisis de los resultados se realizó a través de una inspección visual de los cromatogramas y en algunos casos a partir de la comparación de los valores de áreas de algunos picos.

· Estudio de los solventes de extracción: n-pentano y mezcla éter etílico/n-pentano 1:1 

En esta experiencia donde se evaluaron dos solventes de extracción, los análisis de los cromatogramas indicaron que la mezcla éter etílico/n-pentano resultó más efectiva en la extracción de los compuestos respecto al pentano, dado que se obtuvieron mayores valores de áreas para la mayoría de los compuestos (fundamentalmente para los de menores tiempos de retención). Este efecto se asoció a la mayor polaridad de la mezcla éter etílico/n-pentano que presenta una mayor capacidad de solubilización de los compuestos de aroma, los cuales mayoritariamente son de características polares (Bemelmans, 1981).

· Optimización del volumen de destilado
Teniéndose en cuenta que la capacidad de muestra del extractor es de 100ml y que resulta conveniente tener los compuestos destilados en el volumen más pequeño posible, se evaluó el volumen de destilado a recogerse en la etapa de destilación para obtener los mejores resultados desde un punto de vista cuantitativo. 

La comparación de los perfiles cromatográficos correspondientes a la destilación de una suspensión de queso acidificada a pH=2 y donde se obtuvieron dos fracciones sucesivas de destilado de 80ml cada una, las cuales se extrajeron separadamente con eter etílico/n-pentano y se concentraron indicó que los compuestos destilaron de modo cuantitativo en la primera fracción de 80ml.

· Estudio de la influencia del pH de la suspensión de queso

Efectuando la destilación de una suspensión de queso sin modificar el pH de la misma, recogiendo los primeros 80ml de destilado y efectuando una extracción con una mezcla éter etílico/n-pentano 1:1 se obtuvo un perfil cromatográfico con muy pocos picos y bajos valores de áreas. 

Cuando se comparó el cromatograma correspondiente al análisis de la primera fracción de destilado de la suspensión de queso acidificada a pH=2 de la experiencia anterior (Figura A.IV.12) con el perfil cromatográfico obtenido en este ensayo donde la suspensión de queso no se acidificó (Figura A.IV.13), claramente se observó que el pH de la suspensión de queso fue una variable muy importante en la etapa de destilación, del mismo modo que las características de los solventes ensayados lo fueron para la etapa de extracción de esta metodología. El uso de solventes de mayor polaridad durante la extracción y destilaciones llevadas a cabo sobre suspensiones de quesos acidificadas favorecerían el aislamiento de los compuestos a partir de la matriz del queso. Es altamente probable que los compuestos extraídos en mayor proporción en estas condiciones sean principalmente ácidos, los cuales a bajos valores de pH presentan equilibrios desplazados hacia las formas no disociadas y por lo tanto, más solubles en los solventes utilizados. De acuerdo a Kataoka et al. (2000), las muestras deberían ser acidificadas para la extracción de los analitos ácidos. 
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Figura A.IV.12: Perfil de compuestos correspondiente a la extracción de un destilado de queso azul utilizando una mezcla éter etílico/n-pentano 1:1. La suspensión de queso previo a la destilación se acidificó a un valor de pH=2 y se recogieron 80ml de destilado. 
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Figura A.IV.13: Perfil de compuestos correspondiente a la extracción de un destilado de queso utilizando una mezcla éter etílico/ n-pentano 1:1. La suspensión de queso previo a la destilación no se acidificó y se recogieron 80ml de destilado. 

· Estudio del éter etílico como solvente de extracción y de la adición de NaCl en las etapas de destilación y extracción

En estas experiencias se evaluó la eficiencia de otro solvente en la etapa de extracción, de características más polares, y el efecto de la adición de sal en las etapas de destilación y extracción.

Para analizar la incidencia de las distintas variables se integraron las áreas de algunos de los picos presentes en los perfiles cromatográficos de los distintos extractos. Debido a que en esta etapa no se efectuó una identificación de los compuestos, los mismos se enumeraron en forma correlativa por tiempo de retención. A los efectos de facilitar la interpretación de los resultados respecto a la incidencia del NaCl, las distintas condiciones ensayadas en las muestras de queso se asignaron del siguiente modo: 

	
	Saturación con NaCl en la destilación
	Saturación con NaCl en la extracción

	Condición 1
	Sí
	Sí

	Condición 2
	No
	Sí

	Condición 3
	No
	No

	Condición 4
	Sí
	No


En el Gráfico A.IV.1 se encuentran representados los valores de áreas promedio de los principales picos presentes en los cromatogramas correspondientes a las extracciones realizadas con la mezcla éter etílico/n-pentano 1:1 y éter etílico (Experiencia a.). En general se observaron mayores valores de áreas cuando se utilizó éter etílico como solvente de extracción. Esta mayor eficiencia se asoció a la mayor polaridad del mismo respecto a la mezcla de solventes. De acuerdo a estos resultados el éter etílico se utilizó como solvente de extracción en los estudios sucesivos. 
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Gráfico A.IV.1: Incidencia del tipo de solvente en la eficiencia de la extracción

En el Gráfico A.IV.2 se encuentran representados los valores de áreas promedio de los compuestos para las distintas condiciones en que se efectuaron las destilaciones y extracciones de modo de poder evaluar cómo incide la saturación con NaCl en las distintas etapas de la metodología.
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Gráfico A.IV.2: Incidencia del NaCl en las etapas de destilación y extracción

Para analizar la incidencia del NaCl sobre los destilados en la etapa de extracción se compararon las condiciones 2 y 3. Se observó que para algunos compuestos la extracción se favoreció con la saturación de sal pero para otros analitos (fundamentalmente de mayores tiempos de retención) el efecto resultó marcadamente opuesto.

Para analizar la incidencia del agregado de NaCl a la suspensión de queso previo a la destilación se compararon las condiciones 3 y 4. También se observó en este caso una incidencia variable del NaCl según el compuesto, pero nuevamente para aquellos de mayores tiempos de retención la saturación tuvo un efecto claramente desfavorable. 

Los estudios informados respecto al efecto de la sal en distintas matrices alimentarias indican que globalmente la adición de sal mejora la extracción de compuestos siendo éste un recurso frecuentemente utilizado para favorecer este proceso (Bemelmans, 1981). La presencia de electrolitos tales como las sales promueven la insolubilización de compuestos hidrofóbicos en la fase acuosa al competir con las moléculas de agua en un proceso conocido como salting out (Lee et al., 2003). Yang & Peppard (1994) señalaron cuatro tipos de comportamientos de compuestos de flavor en función de la concentración de sal adicionada. Dentro de éstos, muy pocos compuestos tales como el ácido hexanoico, hexanoato de etilo y limoneno decrecieron sus concentraciones con el incremento de la cantidad de NaCl adicionada. Por otra parte, Steffen & Pawliszyn (1996) estudiaron también el efecto de distintas concentraciones de sales en la eficiencia de la extracción de compuestos de flavor, observando que en condiciones de saturación los distintos alcoholes, aldehídos, ésteres y terpenos ensayados incrementaron los valores de áreas respecto a la condición en la cual no se adicionó sal. 

De acuerdo a lo indicado precedentemente, la adición de sal en general debería producir un efecto positivo en la liberación de muchos compuestos o al menos no afectarlos y en el estudio realizado el mejor perfil, desde un punto de vista cuantitativo, se obtuvo para la condición en la cual no se saturó con sal en ninguna de las dos etapas (condición 3).

A los efectos de descartar que estos resultados se deban a una falta de reproducibilidad en la metodología, se realizó un estudio con mayor profundidad de la misma utilizando soluciones patrones.

A.IV.2.2. Ensayos realizados con soluciones patrones

En las distintas experiencias llevadas a cabo se utilizaron soluciones de estándares de algunos ácidos y de la metilcetona 2-heptanona, compuestos que se han señalado como claves en el aroma de los quesos azules. Para todos ellos se determinaron los tiempos de retención (t.r). Fundamentalmente se evaluó la posible pérdida de analitos en la etapa de concentración, la incidencia del pH de la solución y del tiempo de extracción en los perfiles de compuestos y la reproducibilidad de la etapa de extracción. 

Los resultados obtenidos se evaluaron comparando los valores de las relaciones de áreas de los distintos compuestos respecto al área del ácido heptanoico (C7:0) utilizado como estándar interno.

· Estudio del proceso de concentración

· Efecto de la velocidad de la etapa de concentración en la retención de los compuestos en el extracto orgánico

A los efectos de evaluar las posibles pérdidas de los analitos durante la etapa de concentración se preparó una solución de estándares partiendo de una solución madre de la cual se tomaron dos alícuotas iguales, una de ellas se diluyó con solvente y se concentró en un dispositivo Kuderna Danish durante 45min hasta un determinado volumen (el extracto obtenido se rotuló como SCE1) y la otra alícuota se diluyó al mismo volumen al que se concentró el extracto SCE1 (esta solución sin concentrar se rotuló como SDE1). Los extractos SCE1 y SDE1 se inyectaron en el GC y, de no producirse pérdidas en la etapa de concentración, las relaciones de áreas de los compuestos no deberían diferir significativamente. Los resultados obtenidos se presentan en la Tabla A.IV.1.

	.
	
	Solución de estándares sin concentrar (SDE1)
	Solución de estándares concentrada (SCE1)

	
	t.r
	Áreas promedio (*)
	Áreas std./área ác. heptanoico
	Áreas

promedio (*)
	Áreas std./área ác. heptanoico

	2-heptanona
	6.5min
	2722
	1.9
	1476
	1.6

	Ác. propanoico
	10.0min
	2366
	1.7
	1321
	1.4

	Ác. butanoico
	13.2min
	1647
	1.2
	939
	1.0

	Ác. hexanoico
	16.3min
	1844
	1.3
	1144
	1.2

	Ác. heptanoico
	18.4min
	1430
	1
	925
	1

	Ác. octanoico
	20.1min
	1868
	1.3
	1250
	1.4


(*) Valores promedio de un duplicado de inyección x103

Tabla A.IV.1: Áreas promedio de los compuestos de la solución de estándares sin concentrar (SDE1) y de la solución de estándares concentrada (SCE1) y relaciones de áreas respecto al área del estándar interno. 

t.r: tiempo de retención

El análisis de los valores de la Tabla A.IV.1 indicaría una pérdida durante el proceso de concentración de los distintos compuestos, principalmente los de menor tiempo de retención dado que se obtuvieron claramente menores relaciones de áreas en la solución sometida al proceso de concentración. 

Como la concentración del extracto SCE1 se llevó a cabo en un tiempo muy corto (45min), se sospechó que las pérdidas de los compuestos se producirían por la alta velocidad de este proceso. Por esta razón se repitió la experiencia realizando la concentración en forma mucho más lenta (120min). En este caso, la solución concentrada se rotuló como SCE2 y la solución sin concentrar como SDE2. Los resultados obtenidos se presentan en la Tabla A.IV.2.

	
	
	Solución de estándares sin concentrar (SDE2)
	Solución de estándares concentrada (SCE2)

	
	t.r
	Áreas promedio (*)
	Áreas std./área ác. heptanoico
	Áreas promedio (*)
	Áreas std./área ác. heptanoico

	2-heptanona
	6.5min
	2509
	2.4
	2066
	2.4

	Ác. propanoico
	10.0min
	1091
	1.1
	880
	1.0

	Ác. butanoico
	13.2min
	852
	0.8
	680
	0.8

	Ác. hexanoico
	16.3min
	1280
	1.2
	1028
	1.2

	Ác. heptanoico
	18.4min
	1034
	1
	842
	1

	Ác. octanoico
	20.1min
	1184
	1.1
	987
	1.2


(*) Valores promedio de un duplicado de inyección x103

Tabla A.IV.2: Áreas promedio de los compuestos de la solución de estándares sin concentrar (SDE2) y de la solución de estándares concentrada (SCE2) y relaciones de áreas respecto al área del estándar interno. 

La observación de los valores de la Tabla A.IV.2 indicaría que no se producirían pérdidas de los compuestos analizados durante la concentración si la misma se realiza en forma lenta, por lo que se deduce que esta etapa del proceso es una fase crítica de la metodología si el objetivo es realizar un análisis cuantitativo.

· Estudio del proceso de extracción líquido-líquido

· Efecto del pH de la solución y del tiempo de extracción

En este caso se evaluó el efecto del pH de la solución sometida a la extracción y el tiempo de la extracción en los perfiles de compuestos. Con este fin se prepararon dos soluciones acuosas de estándares que se ajustaron a los dos valores de pH en estudio (2-3 y 5-6) las cuales se extrajeron por 2hs y se concentraron en idénticas condiciones operativas. Los extractos obtenidos se rotularon como SEyC pH 2-3 y SEyC pH 5-6, respectivamente. Las dos soluciones acuosas residuales se extrajeron nuevamente durante 1h y se concentraron. En este caso los extractos obtenidos se rotularon como SEyC pH 2-3R y SEyC pH 5-6R. 

En las Tablas A.IV.3 y A.IV.4 se informan los valores promedios de las áreas de los compuestos correspondientes a la primera y segunda extracción a cada uno de los valores de pH y las relaciones de área de la primera extracción respecto al estándar interno. Junto con los valores de áreas de la primera extracción se indican entre paréntesis los porcentajes de área de las mismas respecto al área total (suma de las áreas de la primera y segunda extracción). Esto se realizó para analizar si con 2hs de extracción se obtenía una buena recuperación de los compuestos.

	 
	
	Solución de estándares extraídas y concentradas (pH=2-3)

	Compuestos
	t.r
	Áreas promedio 1º extracción (*)

SEyC pH 2-3
	Áreas promedio

2º extracción (*)

SEyC pH 2-3R
	Áreas promedio

 1º extracción/área ác. heptanoico

	2-heptanona
	6.5min
	1633 (80.5%)
	395
	1.3

	Ác. propanoico
	10.0min
	665 (79.9%)
	167
	0.5

	Ác. butanoico
	13.2min
	962 (84.2%)
	181
	0.8

	Ác. hexanoico
	16.3min
	1210 (80.3%)
	296
	1.0

	Ác. heptanoico
	18.4min
	1239 (79.7%)
	315
	1

	Ác. octanoico
	20.1min
	1203 (78.8%)
	323
	1.0

	Ác. decanoico
	23.0min
	1198 (76.1%)
	376
	1.0

	Ac.dodecanoico
	25.2min
	675 (68.1%)
	317
	0.5


(*) Valores promedio de un duplicado de inyección x103

Tabla A.IV.3: Áreas promedio de los compuestos de la solución de estándares de pH 2-3 extraída por 2hs (1º extracción) y nuevamente extraída por 1h (2º extracción) y concentrada. Relaciones de áreas de la 1º extracción respecto al área del estándar interno. 

	
	
	Solución de estándares extraídas y concentradas (pH=5-6)

	Compuestos
	t.r
	Áreas promedio 1º extracción (*)

SEyC pH5-6
	Áreas promedio

2º extracción (*)

SEyC pH5-6R
	Áreas promedio

 1º extracción/área ác. heptanoico

	2-heptanona
	6.5min
	1960 (92.6%)
	156
	1.5

	Ác. propanoico
	10.0min
	74 (64.5%)
	41
	0.1

	Ác. butanoico
	13.2min
	187 (76.0%)
	59
	0.1

	Ác. hexanoico
	16.3min
	961 (77.9%)
	272
	0.7

	Ác. heptanoico
	18.4min
	1337 (84.0%)
	255
	1

	Ác. octanoico
	20.1min
	1530 (87.9%)
	211
	1.1

	Ác. decanoico
	23.0min
	1746 (90.0%)
	195
	1.3

	Ác. dodecanoico
	25.2min
	1620 (88.3%)
	216
	1.2


(*) Valores promedio de un duplicado de inyección x103

Tabla A.IV.4: Áreas promedio de los compuestos de la solución de estándares de pH 5-6 extraída por 2hs (1º extracción) y nuevamente extraída por 1h (2º extracción) y concentrada. Relaciones de áreas de la 1º extracción respecto al área del estándar interno.

La comparación de los datos de las Tablas A.IV.3 y A.IV.4 indicó que para los ácidos propanoico, butanoico y hexanoico la extracción se vio favorecida a pH 2-3, lo cual fue razonable dado que en estas condiciones el equilibrio se desplaza hacia las formas no disociadas teniendo un poco menos de afinidad por la fase acuosa y más afinidad por el solvente. En el caso de los ácidos decanoico y dodecanoico la extracción se favoreció a pH 5-6. Para los restantes compuestos las diferencias observadas en las cantidades extraídas a los dos valores de pH no indicaron una incidencia marcada de esta variable.

Por otra parte, los altos porcentajes de áreas obtenidos con 2hs de extracción respecto a un tiempo de 3hs indicaron que un tiempo de 2hs sería suficiente para una extracción cuantitativa de los compuestos.

· Evaluación de la reproducibilidad del proceso extracción

Teniendo en cuenta que el proceso de destilación ya se encontraba optimizado para la separación de los AGLV de la matriz de queso y evaluada su reproducibidad y que durante el proceso de concentración si se efectúa a una velocidad lenta tampoco parecieron presentarse problemas asociados al mismo, se evaluó la reproducibilidad del proceso de extracción. Con este fin se realizó la destilación de una solución acuosa de estándares y el volumen recogido se dividió en dos fracciones que fueron extraídas y concentradas en idénticas condiciones. Los resultados obtenidos se presentan en la Tabla A.IV.5.

	
	
	Extracción de estándares (80ml de 160ml recogidos)
	Extracción de estándares (80ml de 160ml recogidos)

	
	t.r
	Áreas promedio (*)
	Áreas promedio /área ác. heptanoico
	Áreas promedio (*)
	Áreas promedio/área ác. heptanoico

	2-heptanona
	6.5min
	1014
	0.3
	688
	0.4

	Ác. propanoico
	10.0min
	601
	0.2
	764
	0.4

	Ác. butanoico
	13.2min
	1985
	0.6
	1468
	0.8

	Ác. hexanoico
	16.3min
	2913
	0.9
	2175
	1.1

	Ác. heptanoico
	18.4min
	3218
	1
	1906
	1

	Ác. octanoico
	20.1min
	3214
	1.0
	2423
	1.3

	Ác. decanoico
	23.0min
	2779
	0.9
	2114
	1.1

	Ác. dodecanoico
	25.2min
	974
	0.3
	708
	0.4


(*) Valores promedio de un duplicado de inyección x103

Tabla A.IV.5: Áreas promedio de los compuestos de la solución de estándares destilada, extraída y concentrada y relaciones de áreas respecto al área del estándar interno. La extracción y concentración se realizó sobre dos fracciones de igual volumen de un mismo destilado. 

De acuerdo a los datos de la Tabla A.IV.5 en las dos extracciones realizadas a las dos alícuotas de un mismo destilado se observaron algunas diferencias en los valores de relaciones de área de los compuetos respecto al estándar interno. Estos resultados indicarían que en principio el proceso de extracción sería una etapa que debería ser cuidadosamente evaluada, pudiendo ser la causa de los resultados obtenidos en las experiencias realizadas en muestras de queso azul donde se analizó la adición de NaCl en las etapas de destilación y extracción. 

A pesar de que sería necesario realizar un mayor número de experiencias para obtener datos de los quesos Reggianito y confirmar los resultados obtenidos en muestras de queso azul, hasta este punto pudieron extraerse las siguientes conclusiones preliminares: 

Conclusiones

· A partir de los ensayos con muestras de queso azul se lograron optimizar distintos parámetros operativos de la metodología tales como el valor del pH de la suspensión de queso (2-3), el volumen de destilado que debía recogerse en el proceso de destilación (80ml) y el mejor solvente de extracción (éter etílico).

· En estas condiciones se obtuvieron perfiles cromatográficos caracterizados por la presencia de compuestos de mediana y baja volatilidad (tiempos de retención superiores a 10min), presumiblemente ácidos muchos de ellos.
· Utilizando soluciones patrones se comprobó que el pH es una variable importante para mejorar la eficiencia del proceso de extracción de algunos analitos y que el proceso de concentración se debe realizar en forma lenta para evitar la pérdida de compuestos.

·  Sobre muestras de quesos la incidencia del NaCl en las etapas de destilación y extracción no pudo ser evaluada por la falta de reproducibilidad en la extracción y además porque en dichas experiencias no se tuvo en cuenta la velocidad del proceso de concentración.

· Se observaron dificultades para controlar la velocidad de extracción y este hecho podría ser la causa de la falta de reproducibilidad observada en esta etapa. 
· La implementación de esta metodología resultó sumamente laboriosa y exigió controlar estrictamente muchos parámetros durante las distintas etapas, siendo particularmente complicado regular la velocidad de extracción y de concentración por lo que no se la consideró adecuada para su aplicación sistemática al análisis de las muestras de quesos y por lo tanto no se continuó con su estudio. 

A.IV.3. Extracción directa con solventes 

Se realizaron una serie de experiencias que comprendieron algunas modificaciones en la técnica original a los efectos de optimizarla y adecuarla al material y equipamiento disponible en el laboratorio. Se ensayaron distintos solventes de extracción y se estudió el efecto de la adición de sulfato de sodio anhidro y de la modificación del pH en muestras de queso azul. La evaluación de los resultados se realizó a través de una comparación visual de los perfiles cromatográficos obtenidos. 

A.IV.3.1. Ensayos realizados con muestras de queso azul

· Estudio de las condiciones operativas propuestas por Alewijn et al. (2003) 

En esta experiencia se intentó reproducir las condiciones de extracción detalladas por Alewijn et al. (2003). Luego de la etapa de centrifugación y del tiempo de reposo a 4°C por 15min, se observó en el tubo la formación de tres fases: la inferior correspondiente a la matriz del queso, la del medio de aspecto oleoso y color amarillo de materia grasa, y la superior (de aproximadamente 1.5ml) de aspecto límpido e incolora de acetonitrilo con los compuestos de flavor disueltos en el mismo. 

El análisis del extracto por GC mostró un perfil de compuestos caracterizado por la presencia de muchos picos, fundamentalmente en la parte final del cromatograma, es decir correspondientes a compuestos con mayores tiempos de retención. Estos compuestos saturaron la señal del detector y presentaron altos valores de áreas.

· Estudio de distintos solventes de extracción

Como ya se indicó el acetonitrilo es un solvente polar, y por tanto la solubilidad de los triglicéridos en él es muy baja. Ésta es la principal característica por la cual se lo selecciona como solvente para matrices de base grasa. No obstante, presenta una desventaja importante asociada con su toxicidad. Por esta razón, resultó de interés ensayar otros solventes polares de menor toxicidad que permitieran reemplazarlo.

En este estudio se utilizaron tres solventes de extracción: acetonitrilo, etanol e isopropanol para efectuar un estudio comparativo de los perfiles de compuestos. También se realizaron modificaciones a las cantidades de muestra y reactivo y se efectuó un ensayo por duplicado para el caso del isopropanol. 

Luego de la primera centrifugación a 700g por 4min los distintos tubos de extracción presentaron las siguientes características: 

Extracción con isopropanol: En los dos tubos de extracción se observaron tres fases: una inferior correspondiente a las proteínas del queso, la del medio de aspecto oleoso y color amarillento de triglicéridos y la superior de isopropanol con los compuestos de flavor disueltos, de aspecto ligeramente turbio y coloración amarilla.

Extracción con etanol: En el tubo se observaron tres fases: la inferior correspondiente a la matriz proteica del queso, la del medio de aspecto oleoso y color amarillento de materia grasa, y la capa superior de etanol con los compuestos de flavor disueltos que presentó una ligera turbidez y coloración levemente amarilla.

Extracción con acetonitrilo: Se observaron tres fases: la inferior correspondiente a la matriz del queso, la del medio de aspecto oleoso y color amarillento y la superior de acetonitrilo con los compuestos de flavor disueltos que no presentó coloración ni turbidez.

Dada la ligera turbidez de la fase superior que presentaron los extractos con isopropanol y etanol se realizó la segunda centrifugación a mayor velocidad y por más tiempo que la indicada en la técnica original (3000g durante 1min) lo cual tuvo como propósito lograr una remoción más efectiva de la materia grasa del extracto orgánico. Aplicando estas condiciones los sobrenadante de los tubos con etanol e isopropanol no presentaron turbidez pero sí una leve coloración amarilla.

La comparación de los perfiles cromatográficos obtenidos con la utilización de acetonitrilo (Figura A.IV.14), etanol (Figura A.IV.15) e isopropanol (Figuras A.IV.16 y A.IV.17) reveló diferencias en los perfiles las que resultaron más importantes desde un punto cuantitativo que cualitativo. Las mayores diferencias se observaron para el acetonitrilo respecto de los alcoholes y fundamentalmente para aquellos compuestos con tiempos de retención menores a los 25min. 

Teniendo en cuenta que muchos de los compuestos presentes en los perfiles pueden ser ácidos, se realizó una identificación tentativa de los mismos por comparación con tiempos de retención de sustancias patrones. En la Figura A.IV.18 se muestran superpuestos los perfiles de compuestos obtenidos con los tres solventes. Para su mejor visualización los cromatogramas se muestran divididos en dos partes: de 0 a 25min y de 25 a 45min.
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Figura A.IV.14: Perfil de compuestos correspondiente a una extracción con acetonitrilo  (5g de queso azul + 5g de citrato de sodio + 5ml de acetonitrilo). 
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Figura A.IV.15: Perfil de compuestos correspondiente a una extracción con etanol (5g de queso azul + 5g de citrato de sodio + 10ml de etanol).
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Figura A.IV.16: Perfil de compuestos correspondiente a una extracción con isopropanol (5g de queso azul + 5g de citrato de sodio + 5ml de isopropanol) (duplicado 1).
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Figura A.IV.17: Perfil de compuestos correspondiente a una extracción con isopropanol (5g de queso azul + 5g de citrato de sodio + 5ml de isopropanol) (duplicado 2).
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Figura A.IV.18: Perfiles de compuestos superpuestos correspondientes a los extractos obtenidos con los tres solventes.

Referencias:

1: Ácido propanoico
2: Ácido butanoico
3: Ácido hexanoico
4: Ácido octanoico

5: Ácido decanoico
6: Ácido dodecanoico
 7: Ácido tetradecanoico 

8: Ácido palmítico
9: Ácido esteárico
10: Ácido oleico

Por otra parte, la comparación de los dos cromatogramas correspondientes a los extractos con isopropanol (Figuras A.IV.16 y A.IV.17) indicó que se obtuvo un perfil muy similar tanto desde el punto de vista cualitativo como cuantitativo, lo que estaría indicando en principio una buena reproducibilidad de esta metodología. 

Algunas de las conclusiones obtenidas hasta este punto fueron:

· Los tres solventes en las condiciones experimentales ensayadas, resultaron en principio adecuados para la extracción de compuestos de flavor de la matriz de queso azul, fundamentalmente de aquellos compuestos de mayores tiempos de retención.

· Las diferencias en los perfiles cromatográficos obtenidos con los tres solventes fueron principalmente de tipo cuantitativo y resultaron más evidentes para los compuestos de menores tiempos de retención.

· Los perfiles de compuestos resultaron similares con los dos alcoholes ensayados respecto del acetonitrilo.

· Dada la toxicidad del acetonitrilo y habiéndose observado que el perfil de compuestos presentó menos cantidades de picos y con menores valores de áreas, se reemplazó por el etanol

· Estudio del efecto del pH y de la adición de sulfato de sodio anhidro

Con la selección del etanol como solvente de extracción se decidió estudiar otros dos factores: adición de sulfato de sodio anhidro y modificación del pH de la muestra de queso a un valor de 2-3. En ambos casos se buscó mejorar la extracción de los compuestos, fundamentalmente de los más volátiles. Tres ensayos se realizaron simultáneamente y cada uno de los mismos se rotuló de la siguiente manera:

Extracto 1: 5g de queso azul + 5g de citrato de sodio + 10ml de etanol (Figura A.IV.19).
Extracto 2: 5g de queso azul + 5g de citrato de sodio + 5g de sulfato de sodio anhidro + 10ml de etanol (Figura A.IV.20).
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Extracto 3: 5g de muestra de queso azul acidificada a pH= 2-3 + 5g de citrato de sodio + 10ml de etanol (Figura A.IV.21). 

Figura A.IV.19: Perfil de compuestos correspondiente a una extracción con etanol (5g de queso azul + 5g de citrato de sodio + 10ml de etanol) (Extracto 1).
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Figura A.IV.20: Perfil de compuestos correspondiente a una extracción con etanol (5g de queso azul + 5g de citrato de sodio + 5g de sulfato de sodio anhidro + 10ml de etanol) (Extracto 2). 
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Figura A.IV.21: Perfil de compuestos correspondiente a una extracción con etanol (5g de muestra de queso azul acidificada a un pH 2-3 + 5g de citrato de sodio + 10ml de etanol) (Extracto 3). 

Para analizar la influencia del sulfato de sodio anhidro sobre la eficiencia de la extracción se compararon los cromatogramas de los extractos 1 y 2 (Figuras A.IV.19 y A.IV.20). Los perfiles de compuestos correspondientes a ambos extractos fueron muy similares, no observándose por lo tanto incidencia del sulfato de sodio anhidro en la extracción de los compuestos. 

La influencia del pH se analizó comparando los cromatogramas de los extractos 1 y 3 (Figuras A.IV.19 y A.IV.21). Se obtuvieron también en este caso perfiles muy similares de compuestos aunque en el extracto correspondiente a la muestra de queso sin acidificar (Extracto 1), se observó un pico con un tiempo de retención de 8.4 minutos con un área claramente superior al de la muestra acidificada (Extracto 3). 

Las conclusiones que pudieron extraerse de estas experiencias fueron: 

· La adición de sulfato de sodio anhidro y un menor valor de pH de la muestra no afectaron la extracción de los compuestos en las condiciones ensayadas de acuerdo a lo observado en los distintos perfiles cromatográficos.
· Estudio de la reproducibilidad 

El objetivo de esta experiencia fue evaluar la reproducibilidad de la metodología. Con la selección del etanol como solvente de extracción se realizaron dos ensayos en forma simultánea (Ensayo 1 y Ensayo 2). Dado que en el estudio previo no se observó una incidencia positiva en la extracción con el menor pH de las muestras y el agregado de sulfato de sodio anhidro, no se adicionaron estos reactivos. 

El análisis de los cromatogramas (Figuras A.IV.22 y A.IV.23) indicó que los perfiles de compuestos fueron similares tanto desde un punto de vista cualitativo como cuantitativo (altura de los picos). Como ya había sido observado en los ensayos realizados con el isopropanol, la metodología en principio sería reproducible aunque una afirmación de tal naturaleza requiere un estudio más profundo, analizando otras muestras y comparando las áreas obtenidas de los distintos picos. 

[image: image211.emf]3,0

5,0

7,0

9,0

11,0

RA RB RC RD RE RF

marcas

NaCl (s/h)


Figura A.IV.22: Perfil de compuestos correspondiente a una extracción con etanol (5g de queso azul + 5g de citrato de sodio + 10ml de etanol). (Ensayo 1).
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Figura A.IV.23: Perfil de compuestos correspondiente a una extracción con etanol (5g de queso azul + 5g de citrato de sodio + 10ml de etanol). (Ensayo 2).

A.IV.3.2. Ensayos realizados con muestras de quesos Reggianito

Las condiciones seleccionadas para el análisis de muestras de queso azul (5g de queso + 5g de citrato de sodio + 10ml de etanol) se aplicaron a dos muestras de queso Reggianito de una misma marca comercial pero correspondientes a distintos períodos de muestreo (REI y REII). Se realizaron ensayos por duplicado sobre cada uno de los quesos para evaluar reproducibilidad, efectuándose las cuatro extracciones en forma simultánea.

Un hecho que se observó durante el desarrollo de la técnica fue que por las características del queso grana (menor humedad y contenido graso) no se logró una mezcla íntima y homogénea con el citrato de sodio como con los quesos azules, donde se formó una pasta.

Los perfiles de compuestos obtenidos para una de las extracciones de las muestras de quesos Reggianitos (REI y REII) se muestran en las Figuras A.IV.24 y A.IV.25. En dichos cromatogramas se observaron diferencias tanto cuantitativas como cualitativas. Este hecho es importante porque indicaría que la técnica refleja diferencias en los perfiles de compuestos, lo cual es un hecho esperado cuando se analizan distintos quesos. 

Por otra parte, en los ensayos por duplicado que se realizaron para cada una de las muestras de quesos Reggianito se observó en principio una buena reproducibilidad de la metodología con perfiles de compuestos similares. 
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Figura A.IV.24: Perfil de compuestos correspondiente a una extracción con etanol (5g queso Reggianito REI + 5g de citrato de sodio + 10ml de etanol). 
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Figura A.IV.25: Perfil de compuestos correspondiente a una extracción con etanol (5g de queso Reggianito REII + 5g de citrato de sodio + 10ml de etanol). 

Conclusiones

De acuerdo a los resultados obtenidos a partir de la aplicación de esta metodología de aislamiento de compuestos de flavor en muestras de quesos azules y Reggianito se pudieron extraer las siguientes conclusiones preliminares:

· El etanol resultó un buen solvente para reemplazar el acetonitrilo lo cual es muy conveniente por la toxicidad que presenta el mismo.

· Se comprobó que con menores cantidades de muestra y reactivo que las informadas en la técnica original se obtuvieron buenos perfiles de compuestos, no siendo necesario acidificar o agregar sulfato de sodio anhidro a las muestras.

· Desde el punto de vista operativo esta metodología resultó simple y rápida pudiendo analizarse varias muestras en el día y en principio presentaría buena reproducibilidad.

· La metodología reflejó diferencias en los perfiles de compuestos dentro de una variedad de queso (dos muestras diferentes de queso Reggianito) y entre variedades (azules y Reggianito). 

· Como desventaja puede señalarse el hecho que se extrajeron con mayor eficiencia compuestos de alto PM, entre ellos ácidos grasos grasos precursores de compuestos de aroma, pero resultó baja la eficiencia de extracción de compuestos de menores tiempos de retención que son los que tienen un rol clave en el aroma de los quesos. Además, compuestos con tiempos de retención en la zona en la cual eluye el solvente serían enmascarados por el pico del mismo.
· Se consideró una alternativa interesante a ser aplicada al estudio sistemático de muestras de quesos azules y Reggianito. 
A.IV.4. Microextracción en fase sólida (SPME) 

Para lograr una buena reproducibilidad, selectividad y sensibilidad con HS-SPME se requiere de un cuidadoso desarrollo del método (Stashenko & Martinez, 2007). La aplicación de la SPME en el aislamiento de los compuestos de flavor en quesos requiere previamente un análisis cuidadoso de algunos parámetros que afectan la performance de la metodología y que implica:

· Seleccionar la fibra más adecuada para los posibles compuestos presentes en las variedades de quesos a analizarse.

· Estudiar distintos parámetros relacionados con el proceso de extracción y desorción de los compuestos.

· Evaluar algunos factores de la matriz del queso que pueden incidir en la liberación o retención de los compuestos.

A.IV.4.1. Selección de la fibra

En el presente trabajo la selección de la fibra se realizó de acuerdo a los resultados obtenidos por distintos investigadores que han aplicado la SPME para el aislamiento de compuestos de flavor en quesos.

El primer trabajo publicado sobre la utilización de las fibras de SPME al estudio de los quesos corresponde a Chin et al. (1996). Estos autores estudiaron la selectividad de dos fibras absorbentes tales como la PDMS 100(m y PA 85(m en quesos Cheddar, Suizos y Romano, observando un perfil de compuestos volátiles más completo con la fibra de PA. Lecanu et al. (2002) en quesos tipo smear compararon cuatro fibras: PDMS 100(m; CAR/PDMS 75(m; PDMS/DVB 65(m y CW/DVB 65(m. Las fibras CAR-PDMS mostraron mayor eficacia para concentrar la mayoría de los compuestos identificados. Pérès et al. (2001) evaluaron la performance de cuatro fibras (PDMS 100(m; PA 85(m; PDMS/DVB 65(m y CAR/PDMS 75(m) en la extracción de compuestos volátiles en quesos Camembert. Observaron señales más intensas y variadas con el uso de fibras CAR/PDMS y PDMS/DVB, seleccionando la primera de ellas por su particular afinidad por compuestos de azufre, de interés en el tipo de queso analizado. Pinho et al. (2003) emplearon seis tipos de fibras en el aislamiento de componentes volátiles de quesos de oveja Terrincho, seleccionando la fibra CAR/PDMS 75(m por haberse obtenido con ella el perfil más completo de analitos. 

Frank et al. (2004) utilizaron fibras CAR/PDMS 75(m para el aislamiento de volátiles en quesos Cheddar, duros tipo grana (Parmesano, Pecorino y Grana Padano) y azules. Esta fibra también fue seleccionada por Lee et al. (2003) para el estudio de quesos Parmesano, Coda et al. (2006) para comparar el perfil de volátiles de distintos quesos de oveja italianos y Vítová et al. (2006) y Hayaloglu et al. (2008) para la caracterización del perfil de compuestos en quesos azules. 

Bellesia et al. (2003), Verzera et al. (2004), Ziino et al. (2005), Mallia et al. (2005), Povolo et al. (2007) y Randazzo et al. (2008) estudiaron los componentes volátiles en distintas variedades de queso (Parmigiano Reggiano, Provola dei Nebrodi, Manchego, Gruyéré, Ragusano, Pecorino Siciliano) utilizando fibras DVB/CAR/PDMS 50/30(m.

Como puede observarse, las fibras que se prefieren para el estudio de compuestos de flavor en quesos son las de tipo adsorbentes y ligeramente polares. La amplia gama de compuestos con distintos grupos químicos, rango de polaridades y pesos moleculares que pueden producirse en el curso de la maduración, hace necesario el empleo de fibras mixtas. 

Por esta razón, para el desarrollo del presente trabajo experimental se seleccionó la fibra Stable Flex DVB/Carboxen/PDMS 50/30(m de 1cm de longitud (Supelco Inc., Bellefonte, PA, USA), la cual es una fibra adsorbente de característica bipolar.

A.IV.4.2. Estudio de distintas condiciones operativas de la metodología de SPME

Algunos de los factores que afectan la sensibilidad y reproducibilidad de esta metodología se evaluaron a través de distintos ensayos. Para tener un conocimiento más profundo de la incidencia de cada uno de ellos en el perfil de compuestos volátiles, la optimización se realizó modificando una variable a la vez, aunque se considera que muchos de estos factores se encuentran interrelacionados y la performance del método es función no sólo de las variables individuales sino también de sus efectos combinados (Stashenko & Martinez, 2007).

Los valores de las áreas de los compuestos identificados en los perfiles cromatográficos se utilizaron para efectuar comparaciones entre las distintas condiciones operativas que se evaluaron. 

A.IV.4.2.1. Estudio del tiempo de desorción de la fibra en el puerto de inyección del GC con muestras de queso azul
Antes de comenzar con el estudio del efecto de los distintos parámetros en los perfiles de compuestos se realizaron algunas experiencias para determinar el tiempo de desorción de la fibra en el puerto de inyección del GC.

La exposición de la fibra en el headspace de la muestra durante 17hs a temperatura ambiente (24ºC) tuvo por objetivo producir la saturación de los sitios activos de la misma con los compuestos presentes en la fase gaseosa. La desorción de la fibra por 10min a una temperatura de 250ºC produjo un perfil de compuestos caracterizado por la presencia de muchos picos con muy altos valores de áreas. Con una posterior desorción de la fibra en las mismas condiciones se obtuvo un cromatograma donde no se observaron picos. Este hecho indicó la completa desorción de los compuestos retenidos en la fibra en dichas condiciones. 

En otra experiencia donde se utilizó un tiempo de desorción de 5min, se obtuvo un perfil de compuestos similar al del ensayo previo y la nueva exposición de la fibra en el inyector tampoco mostró la presencia de picos en el correspondiente cromatograma. 

En función de estos resultados se fijó para los ensayos sucesivos un tiempo de desorción de los compuestos de 5min a una temperatura de 250ºC, dado que menores tiempos de exposición en el inyector prolonga la vida útil de las fibras.

A.IV.4.2.2. Estudio de la temperatura de extracción con muestras de queso azul

La temperatura a la cual se mantienen los viales durante el proceso de extracción es un factor muy importante que afecta no solo la sensibilidad sino también la reproducibilidad de la metodología (Pinho et al., 2002). Una temperatura de extracción óptima debe proveer una sensibilidad y velocidad de extracción satisfactoria de los compuestos (Liang et al., 2005). En muestras sólidas, la temperatura es el principal factor en reducir el tiempo de equilibrio y de análisis, sin embargo, el uso de altas temperaturas por tiempos prolongados durante el muestreo por SPME puede incrementar la formación de compuestos generados térmicamente (Ruiz et al., 1998).

Se obtuvieron perfiles de compuestos muy diferentes desde un punto de vista cuantitativo efectuando el muestreo del headspace de las muestras de queso azul a 40ºC y 60ºC durante 45min. En los Gráficos A.IV.3 a A.IV.6 se encuentran representados para las dos temperaturas consideradas, los valores de las áreas de los principales compuestos identificados en cada grupo químico. 
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Gráfico A.IV.3: Efecto de la temperatura de extracción (40ºC y 60ºC) en las cantidades adsorbidas en la fibra para los compuestos del grupo de las cetonas
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Gráfico A.IV.4: Efecto de la temperatura de extracción (40ºC y 60ºC) en las cantidades adsorbidas en la fibra para los compuestos del grupo de los alcoholes

Gráfico A.IV.5: Efecto de la temperatura de extracción (40ºC y 60ºC) en las cantidades adsorbidas en la fibra para los compuestos del grupo de los ésteres
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Gráfico A.IV.6: Efecto de la temperatura de extracción (40ºC y 60ºC) en las cantidades adsorbidas en la fibra para los compuestos del grupo de los ácidos
Con muy pocas excepciones, los compuestos del grupo de los alcoholes (Gráfico A.IV.4) y ésteres (Gráfico A.IV.5) presentaron menores valores de áreas para la T de 60ºC, mientras que por el contrario, todos los ácidos incrementaron en forma notoria las áreas con el mayor valor de temperatura (Gráfico A.IV.6). En el caso de las cetonas, las de menor PM (2-propanona, 2-pentanona y 2-heptanona) presentaron menores valores de áreas cuando el muestreo del headspace se realizó a 60ºC, mientras que las cetonas de mayor PM (2-nonanona, 8-nonen-2-ona y 2-undecanona) incrementaron en dichas condiciones las cantidades adsorbidas en la fibra (Gráfico A.IV.3). 

Claramente se observó el importante efecto de la temperatura de extracción en la composición del headspace y la distinta incidencia que tiene esta variable en los distintos compuestos. 

En teoría, las temperaturas más altas favorecen la liberación al headspace de compuestos de mayor PM o PE, los cuales en general presentan una mayor afinidad por la fibra (Supelco, 1999) y por lo tanto se incrementan las cantidades adsorbidas en la misma respecto a compuestos de menor PM o PE. En las experiencias realizadas se comprobó este efecto ya que las cetonas de alto PM y los ácidos que tienen respecto a otros compuestos altos PE, aumentaron las concentraciones en la fibra al aumentar la temperatura de extracción. Además, si estos compuestos se encuentran en altas concentraciones en el headspace, es posible que compitan por los sitios activos de la fibra con compuestos del grupo de los alcoholes, ésteres y cetonas de menor PM y con menor afinidad por la fibra, produciéndose una retención selectiva de los mismos cuando se expone la fibra a temperaturas más altas.

Estudios en distintas matrices alimentarias muestran que diferentes temperaturas de muestreo resultan en diferentes cantidades de compuestos retenidos en la fibra. Resultados similares al presente estudio se obtuvieron en el análisis por SPME de compuestos volátiles en productos cárnicos (Ruiz et al., 1998). En este caso se estudiaron dos temperaturas de extracción (40ºC y 60ºC) y se observó que aunque muchos compuestos incrementaron los valores de las áreas con el muestreo del headspace a 60ºC, otros compuestos presentaron disminuciones en las cantidades adsorbidas en la fibra (entre ellos algunos alcoholes y ésteres). También se destacó el particular efecto de la temperatura de extracción sobre los compuestos menos volátiles que vieron notablemente incrementadas sus áreas con los mayores valores de temperaturas. 

Pocos trabajos se encuentran informados respecto a la incidencia de la temperatura de extracción en los perfiles de compuestos correspondientes a muestras de queso, y en la mayoría de ellos se considera el efecto de la misma en el área total de compuestos o en la cantidad adsorbida en la fibra de algún compuesto en particular. Pérès et al. (2001) evaluaron cuatro temperaturas de extracción (20, 40, 60 y 80ºC) en muestras de quesos Camembert. Para la selección de la temperatura de muestreo óptima compararon los valores de las áreas totales de los compuestos identificados y los valores de los coeficientes de variación (CV) de los mismos a las distintas temperaturas. Estos autores observaron que el incremento de la temperatura de extracción condujo a mayores áreas totales de compuestos pero afectando de modo importante la reproducibilidad. Verzera et al. (2004) en un estudio del perfil de compuestos de flavor en quesos “Provola dei Nebrodi”, analizaron el efecto de tres temperaturas de extracción (40, 50 y 60ºC) en las áreas de dos compuestos de importancia en el queso: ácido butanoico y hexanoato de etilo, observando para ambos compuestos incrementos en los valores de áreas a medida que aumentó la temperatura. Pinho et al. (2002) para optimizar las condiciones de extracción de ácidos grasos en quesos de oveja, estudiaron tres temperaturas de extracción (60, 65 y 70ºC), seleccionando 65ºC como la temperatura óptima dado que en esas condiciones obtuvieron buena sensibilidad y menores valores de CV en los compuestos de interés. 

Como puede observarse, los criterios que se tienen en cuenta para seleccionar la temperatura de muestreo son diversos y dependen de los objetivos propuestos. En el presente trabajo se consideró que una temperatura de 40ºC resulta más adecuada para el muestreo del headspace dado que se logró una mayor sensibilidad en la detección para compuestos del grupo de los alcoholes, ésteres y algunas cetonas. Un muestreo a 60ºC claramente condujo a un perfil de compuestos sesgado hacia el grupo de los ácidos.

A.IV.4.2.3. Estudio del tiempo de equilibrio previo a la exposición de la fibra con muestras de queso azul

La exposición de la fibra en el headspace suele estar precedida por una etapa en la cual la muestra se mantiene a una dada temperatura de modo que alcance un equilibrio (en términos de temperatura y transferencia de sustancias desde la matriz hacia la fase gaseosa) (Pérès et al., 2001).
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Los diferentes tiempos (3hs, 5hs y 7hs) en que se mantuvieron los viales con las muestras de queso a T ambiente (23ºC) antes de la exposición de la fibra por 30min afectaron la composición del headspace y por tanto, las cantidades adsorbidas en la fibra (Gráficos A.IV.7 a A.IV.10).

Gráfico A.IV.7: Efecto del tiempo de equilibrio de los viales (3hs, 5hs y 7hs) a T ambiente (23ºC) en las cantidades adsorbidas en la fibra para los compuestos del grupo de las cetonas
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Gráfico A.IV.8: Efecto del tiempo de equilibrio de los viales (3hs, 5hs y 7hs) a T ambiente (23ºC) en las cantidades adsorbidas en la fibra para los compuestos del grupo de los alcoholes
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Gráfico A.IV.9: Efecto del tiempo de equilibrio de los viales (3hs, 5hs y 7hs) a T ambiente (23ºC) en las cantidades adsorbidas en la fibra para compuestos del grupo de los ésteres
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Gráfico A.IV.10: Efecto del tiempo de equilibrio de los viales (3hs, 5hs y 7hs) a T ambiente (23ºC) en las cantidades adsorbidas en la fibra para compuestos del grupo de los ácidos

El tiempo durante el cual los viales permanecieron a 23ºC previo a la exposición de la fibra tuvo un efecto marcado en la mayoría de los compuestos del grupo de las cetonas (Gráfico A.IV.7) y una incidencia menor en los ácidos (Gráfico A.IV.10). Del grupo de los alcoholes (Gráfico A.IV.8) y de los ésteres (Gráfico A.IV.9), sólo el 3-metil 1-butanol y el octanoato de etilo presentaron importantes diferencias en las cantidades adsorbidas en la fibra con los distintos tiempos analizados. 

Este tipo de ensayos donde los viales permanecieron a T ambiente por largos períodos de tiempo sumado a un tiempo de exposición de la fibra prolongado (30min a 40ºC), debería permitir evaluar si los compuestos presentes en la muestra alcanzaron el equilibrio total en el sistema matriz-headspace-fibra. Mientras compuestos tales como propanona, 2-pentanona, 2-heptanona, 2-pentanol, 2-heptanol, 2-nonanol, butanoato de etilo, butanoato de isoamilo, ácido hexanoico, ácido octanoico y ácido decanoico, parecieron alcanzar dicho estado de equilibrio, otros compuestos incrementaron en forma continua las cantidades adsorbidas en la fibra (2-nonanona, 8-nonen 2-ona, 2-undecanona, ácido butanoico, etc.). Además, algunos compuestos presentaron disminuciones en los valores de las áreas al aumentar el tiempo de permanencia de los viales a T ambiente (2-propanol, octanoato de etilo, 3-metil 1-butanol y ácido 3-metil butanoico), lo cual podría atribuirse a efectos de competencia y/o desplazamientos entre los distintos compuestos presentes en el headspace por los sitios disponibles en la fibra. 

Por otra parte, cuando los viales se mantuvieron a T=40ºC durante diferentes tiempos (5min, 10min, 15min, 30min y 60min) previo a la exposición de la fibra por 5min, también se observaron algunas diferencias de tipo cuantitativo en los perfiles cromatográficos (Gráficos A.IV.11 a A.IV.14). 
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Gráfico A.IV.11: Efecto del tiempo de equilibrio de los viales (5min, 10min, 15min, 30min y 60min) a T=40ºC en las cantidades adsorbidas en la fibra para los compuestos del grupo de las cetonas
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Gráfico A.IV.12: Efecto del tiempo de equilibrio de los viales (5min, 10min, 15min, 30min y 60min) a T=40ºC en las cantidades adsorbidas en la fibra para los compuestos del grupo de los alcoholes 
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Gráfico A.IV.13: Efecto del tiempo de equilibrio de los viales (5min, 10min, 15min, 30min y 60min) a T=40ºC en las cantidades adsorbidas en la fibra para los compuestos del grupo de los ésteres
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Gráfico A.IV.14: Efecto del tiempo de equilibrio de los viales (5min, 10min, 15min, 30min y 60min) a T=40ºC en las cantidades adsorbidas en la fibra para los compuestos del grupo de los ácidos
De acuerdo a los valores de las áreas que presentaron los compuestos, se observó para la mayoría de ellos pocas diferencias en las cantidades adsorbidas en la fibra cuando los viales permanecieron en el baño de agua por tiempos entre 10min y 30min previo a la exposición de la misma en el headspace. 

En este tipo de ensayos donde los viales permanecieron a 40ºC durante distintos tiempos y la fibra se expuso por un corto período de tiempo (5min), debería permitir evaluar si los compuestos alcanzaron el equilibrio entre el headspace y la matriz de la muestra. Ha sido señalado que una exposición de la fibra en el headspace durante un corto período de tiempo minimiza la perturbación que introduce la fibra en el sistema si éste alcanzó dicho estado de equilibrio (Jung & Ebeler, 2003). 

Muchos compuestos parecieron alcanzar el equilibrio matriz-headspace a diferentes tiempos (2-pentanona, 2-heptanona, etanol, 2-metil 1-propanol, 3-metil 1-butanol, 2-heptanol, octanoato de etilo, ácido 3-metilbutanoico) mientras que otros aumentaron en forma continua la cantidad adsorbida en la fibra (2-nonanona, 8-nonen 2-ona, 2-propanol). También se observaron compuestos que disminuyeron levemente los valores de las áreas principalmente con tiempos de equilibrio de 60min (butanoato de etilo butanoato de isoamilo, ácido butanoico, ácido hexanoico, etc.).

Algunos trabajos relacionados con el estudio del tiempo de equilibrio de los viales previo a la exposición de la fibra se encuentran reportados en distintas matrices alimentarias incluyendo los quesos. Kanavouras et al. (2005) estudiaron distintos tiempos de equilibrio (2, 4, 6 y 12hs) a una temperatura de 23ºC en muestras de aceite de oliva, indicando que largos períodos de equilibrio previo a la exposición de la fibra condujeron a la retención selectiva de unos pocos compuestos, particularmente aquellos de elevado PM. Además sugirieron la existencia de fenómenos de competencia entre los compuestos con largos tiempos de equilibrio y de exposición de la fibra. Pinho et al. (2003) en un estudio del perfil de volátiles en quesos Terrincho, evaluaron distintos tiempos de equilibrio (2, 5, 10, 20, 30 y 60min) de los viales de muestra a una temperatura de 20ºC. Los compuestos identificados presentaron mayores valores de áreas con mayores tiempos de equilibrio. Lecanu et al. (2002) estudiaron nueve tiempos de equilibrio de los viales con muestras de quesos tipo smear (1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9hs) a una temperatura de 23ºC previo a la exposición de la fibra. Observaron distintos comportamientos de los compuestos volátiles dependiendo de la volatilidad y polaridad de los mismos. Mientras la 2,3-butanodiona y el 3-metilbutanal alcanzaron el equilibrio entre 7 y 8hs, otros compuestos tales como la propanona, 2-butanona, 2-pentanona, 3-metil 1-butanol y 3-metilbutanoico incrementaron en forma continua los valores de las áreas. Además, algunos compuestos azufrados alcanzaron un máximo con un tiempo de equilibrio de los viales de 5hs, comportamiento que atribuyeron a una competencia de los distintos compuestos por los sitios activos de la fibra.

A partir de los resultados que se obtuvieron en el presente trabajo se comprobó que es sumamente difícil establecer las condiciones de equilibrio del headspace o del equilibrio total del sistema en matrices complejas donde se encuentran presentes analitos con diferentes concentraciones y afinidades por la fibra. El tiempo necesario para alcanzar el estado de equilibrio varió ampliamente en los distintos compuestos y en algunos casos no fue alcanzado en los tiempos analizados. Este hecho se encuentra asociado a los valores de los coeficientes de partición de los compuestos entre el headspace y la muestra (Kheadspace-muestra) y entre la fibra y el headspace (Kfibra-headspace) los cuales se encuentran determinados por factores tales como la hidrofobicidad, volatilidad, solubilidad, PM y PE de los analitos y la presencia de constituyentes no volátiles en la matriz (Jung & Ebeler, 2003).

Por otra parte, en la matriz de queso azul analizada resultó interesante observar que en ciertas condiciones de muestreo se verificaron fenómenos de competencia y/o desplazamientos de compuestos en la fibra que deben ser evitados en análisis de tipo cuantitativos. 

Es necesario indicar que el interés en establecer las condiciones de equilibrio reside en el hecho que en este punto la sensibilidad es máxima pero no es un estado que sea necesario alcanzarse para estudios de tipo comparativos. De acuerdo a esto y habiéndose observado que manteniendo los viales por 10min a una temperatura de 40ºC antes de la exposición de la fibra se logró una buena sensibilidad para la mayoría de los compuestos, se acortaron los tiempos de análisis y se evitaron los problemas asociados a los fenómenos de competencia y/o desplazamientos, se seleccionaron estas condiciones para estudios posteriores. 

A.IV.4.2.4. Estudio de la cantidad de muestra analizada

Se ha demostrado que la eficiencia de las fibras en concentrar los analitos no siempre es directamente proporcional a la cantidad de muestra analizada (Iglesias & Medina, 2008) y que pequeñas diferencias en el volumen de muestra pueden causar diferencias relativamente grandes en la cantidad extraída por la fibra, afectando de este modo la precisión de los resultados (Górecki & Pawliszyn, 1997).

Distintos tipos de experiencias pueden conducirse tendientes a evaluar el efecto de la cantidad de muestra o del volumen del headspace en las cantidades de compuestos adsorbidos en la fibra. En general, en el caso de muestras líquidas los ensayos se realizan de diversas maneras:

· Utilizando viales del mismo tamaño, se aumenta gradualmente el volumen o cantidad de muestra (en este caso al aumentar el volumen o la cantidad de muestra se produce una reducción del volumen del headspace) (Lee et al., 2003; Verzera et al., 2004; Iglesias & Medina, 2008).

· Manteniendo constante la cantidad de muestra, se modifica el volumen del headspace utilizando viales de distintos volúmenes (Liang et al., 2005). 

·  Manteniendo constante la relación volumen de fase líquida o sólida/volumen de headspace, se varía la concentración de los compuestos (Yang & Peppard, 1994; Liu & Yang, 2002; Pinho et al., 2002).

En las dos primeras modalidades, lo que en realidad se evalúa es la relación Vh/Vm (volumen del headspace/volumen de muestra). En cualquiera de los tres casos, el objetivo suele ser lograr una cantidad adecuada de los analitos en la fibra o bien, estar dentro del rango lineal para aquellos analitos cuya cuantificación sea de interés (Pinho et al., 2002). 

Si bien las tres opciones mencionadas para muestras líquidas son aplicables a muestras sólidas, en la práctica, llevarlo a cabo es más complejo. 

La aplicación de la SPME a muestras de queso, donde el objetivo del estudio es sólo de tipo cualitativo, no se requiere realizar un estudio de la cantidad de muestra a analizar. En este caso el procedimiento que se utiliza consiste en adicionar a los viales una cantidad de queso de modo tal que se logre un volumen de headspace suficiente para introducir la longitud de fibra deseada a una distancia que no tome contacto con la muestra. La sensibilidad en la detección de los compuestos se optimiza con una selección adecuada del tiempo y la temperatura de muestreo. Sin embargo, en estudios de tipo cuantitativos o semi-cuantitativos, la presencia de analitos fuera del rango lineal y los efectos de competencia entre los compuestos volátiles pueden causar sesgos en la determinación de los mismos (Roberts et al., 2000; Contini & Esti, 2006). Por esta razón, la evaluación de la incidencia de la cantidad de muestra que se coloca en los viales en el perfil de compuestos obtenido por SPME resulta de particular interés. 

A.IV.4.2.4.1. Estudio de la cantidad de muestra de queso azul analizada

Este ensayo se efectúo adicionando cantidades crecientes de muestras de queso azul (0.3g, 0.6g, 1g, 2.5g, 5g y 10g) a viales de igual tamaño, de modo que a medida que se incrementó la cantidad de muestra se produjo una disminución en la relación Vh/Vm.
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En los Gráficos A.IV.15 a A.IV.18 se presentan las áreas promedio de los compuestos más representativos de los distintos grupos químicos identificados en los perfiles cromatográficos del queso azul analizado en función de la cantidad de muestra que se colocó en los viales. 

Gráfico A.IV.15: Efecto de la cantidad de muestra de queso azul analizada en la cantidad adsorbida en la fibra para los compuestos del grupo de las cetonas
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Gráfico A.IV.16: Efecto de la cantidad de muestra de queso azul analizada en la cantidad adsorbida en la fibra para los compuestos del grupo de los alcoholes
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Gráfico A.IV.17: Efecto de la cantidad de muestra de queso azul analizada en la cantidad adsorbida en la fibra para los compuestos del grupo de los ésteres

Gráfico A.IV.18: Efecto de la cantidad de muestra de queso azul analizada en la cantidad adsorbida en la fibra para los compuestos del grupo de los ácidos

Para el grupo de las cetonas (Gráfico A.IV.15) y de los ácidos (Gráfico A.IV.18), se observaron en general ligeros aumentos en las cantidades adsorbidas sobre la fibra en el rango de muestras de 0.3 a 5g, con importantes incrementos de los valores de las áreas cuando la cantidad de muestra adicionada a los viales fue de 10g.

En el caso de los alcoholes (Gráfico A.IV.16) y de los ésteres (Gráfico A.IV.17), se detectaron ligeros incrementos en las áreas en el rango de 0.3 a 2.5 y 5g de muestra. Varios compuestos de estos grupos (2-propanol, etanol, 3-metil 1-butanol, butanoato de metilo, butanoato de etilo, etc.) presentaron disminuciones en los valores de las áreas con mayores cantidades de muestra, siendo notorias cuando se adicionaron 10g de muestra a los viales. Es interesante destacar el caso del butanoato de metilo cuyo pico no se observó cuando se analizó el perfil cromatográfico que se obtuvo con 10g de muestra, enmascarado posiblemente por el importante pico de la 2-pentanona. 

En el Gráfico A.IV.19 se presenta para una visualización más clara, las áreas totales de los distintos grupos químicos en función de la cantidad de muestra analizada donde se observa particularmente para las cetonas y los ácidos el importante incremento en las cantidades adsorbidas en la fibra con 10g de muestra y la disminución moderada de los ésteres y alcoholes. 
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Gráfico A.IV.19: Efecto de la cantidad de muestra de queso azul analizada en la cantidad adsorbida en la fibra para los principales grupos químicos de compuestos.

A.IV.4.2.4.2. Estudio de la cantidad de muestra de queso Reggianito analizada

Un estudio similar al de los quesos azules se realizó con muestras de queso Reggianito, pero en este caso se analizaron los perfiles obtenidos con 5g y 10g de muestra, dado que con estas cantidades en el queso azul se observó un comportamiento particular de algunos compuestos en las cantidades adsorbidas en la fibra.
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En los Gráficos A.IV.20 a A.IV.23 se presentan las áreas promedio de los compuestos más representativos de los distintos grupos químicos identificados en el queso Reggianito en función de la cantidad de muestra que se adicionó a los viales. 

Gráfico A.IV.20: Efecto de la cantidad de muestra de queso Reggianito analizada en la cantidad adsorbida en la fibra para los compuestos del grupo de las cetonas
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Gráfico A.IV.21: Efecto de la cantidad de muestra de queso Reggianito analizada en la cantidad adsorbida en la fibra para los compuestos del grupo de los alcoholes
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Gráfico A.IV.22: Efecto de la cantidad de muestra de queso Reggianito analizada en la cantidad adsorbida en la fibra para los compuestos del grupo de los ésteres

Gráfico A.IV.23: Efecto de la cantidad de muestra de queso Reggianito analizada en la cantidad adsorbida en la fibra para los compuestos del grupo de los ácidos

En general las distintas cetonas y alcoholes presentaron muy ligeros incrementos en las cantidades adsorbidas en la fibra con el aumento de la cantidad de muestra analizada (Gráfico A.IV.20 y Gráfico A.IV.21). En el caso de los ésteres (Gráfico A.IV.22) y ácidos (Gráfico A.IV.23), las áreas de la mayoría de los compuestos pertenecientes a estos grupos fueron similares con 5g y 10g de muestra, observándose muy ligeras disminuciones en las cantidades adsorbidas para el butanoato de etilo y ácido etanoico. 

El análisis de los valores de las áreas totales de los distintos grupos de compuestos indicó que los mismos se mantuvieron prácticamente constantes con las dos cantidades de muestras analizadas (Gráfico A.IV.24).
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Gráfico A.IV.24: Efecto de la cantidad de muestra de queso Reggianito analizada en la cantidad adsorbida en la fibra para los principales grupos químicos de compuestos

Comparando los resultados obtenidos con los quesos azules y Reggianito, se observó que el comportamiento de los distintos grupos de compuestos con 5g y 10g de muestra resultó notoriamente diferente. En el queso azul se detectaron importantes incrementos en los valores de las áreas de las cetonas y los ácidos y disminuciones para algunos compuestos del grupo de los alcoholes y ésteres cuando se aumentó la cantidad de muestra analizada, mientras en el queso Reggianito se observó un muy ligero incremento en las cantidades adsorbidas en la fibra para compuestos de los grupos de las cetonas y los alcoholes, con valores de áreas prácticamente constantes para los compuestos del grupo de los ácidos y ésteres. 

De acuerdo a estos resultados sólo en el caso de los quesos azules la cantidad de muestra analizada tuvo un impacto significativo en la composición del headspace mostrando los perfiles cromatográficos una clara predominancia de los compuestos del grupo de las cetonas y los ácidos con 10g de muestra.

Pocos trabajos se encuentran publicados de esta dependencia en matrices sólidas. Yang & Peppard (1997), Górecki & Pawliszyn (1997) e Iglesias & Medina (2008) estudiaron el efecto de distintos volúmenes de muestra adicionada en los viales sobre la cantidad adsorbida en la fibra de distintos compuestos de flavor. En todos los casos se observó que al incrementarse la cantidad de muestra y reducirse el volumen de headspace (Vhs) las cantidades de los analitos adsorbidas en la fibra se incrementó. Se ha observado que los efectos del volumen del  headspace para un analito en particular dependen de la combinación Kmatriz-headspace y Kfibra-headspace (Górecki & Pawliszyn, 1997)  y son más fuertes para analitos con altas presiones de vapor, debiendo minimizarse el volumen del headspace para obtener una mayor sensibilidad (Yang & Peppard, 1994; Górecki & Pawliszyn, 1997). Liang et al. (2005) observaron que el volumen del headspace en un rango entre 4 y 22ml no tuvo una incidencia significativa en las cantidades adsorbidas de los compuestos analizados. El efecto resultó importante con un volumen de headspace de 40ml, en cuyo caso se verificaron importantes disminuciones en las áreas de los compuestos. 

Particularmente en muestras de quesos, Lee et al. (2003) analizaron el efecto de la cantidad de muestra de queso Parmesano en el área total de los compuestos identificados. Prepararon suspensiones de queso mezclando 10, 15, 20, 25 y 30g de muestra con iguales volúmenes de agua a fin de mantener constante la relación queso(g)/agua(ml). Como el volumen de los viales no se modificó (100ml), en cada caso se obtuvo una diferente relación Vm/Vhs (volumen de muestra/volumen headspace). Se observó que al aumentar esta relación se incrementó el área total de compuestos. Un estudio similar se realizó con muestras de queso “Provola dei Nebrodi” (Verzera et al., 2004). En este caso las suspensiones de queso se prepararon mezclando 4, 6, 8 y 10g de muestra con 12ml de agua en viales de 40ml, obteniéndose distintas relaciones Vm/Vhs. Los resultados fueron analizados en función de los valores de las áreas que presentaron el ácido butanoico y el hexanoato de etilo con las distintas cantidades de muestra analizadas. Para los dos compuestos se observó un incremento inicial en las áreas al aumentar la cantidad de muestra analizada, pero con 10g se produjeron importantes disminuciones en estos valores. Las razones de tal comportamiento no fueron explicadas en dicho trabajo. 

En el presente estudio se observó que las cantidades adsorbidas en la fibra cuando se consideran distintas relaciones Vm/Vhs resultan dependientes del compuesto y de la matriz. En el caso del queso azul se observó que para muchos compuestos del grupo de los ácidos y cetonas el efecto de la cantidad de muestra resultó notorio con 10g, donde las áreas se incrementaron posiblemente por un efecto de concentración de los compuestos en un menor volumen de headspace. La disminución en la cantidad adsorbida en el caso de los alcoholes y ésteres podría deberse a un desplazamiento y/o competencia por los sitios activos de la fibra por parte de metilcetonas y ácidos de altos PM y/o PE que tendrían una fuerte afinidad por la misma. Cuando estos compuestos se encuentran en altas concentraciones como sucede cuando el volumen de headspace se reduce al colocar una mayor cantidad de muestra (10g) y el tiempo de exposición es prolongado como se seleccionó en el presente estudio (30min) es razonable pensar en un efecto de este tipo. Kanavouras et al. (2005) en un estudio de compuestos de flavor en aceite de oliva ensayaron distintas relaciones de cantidad de aceite/volumen de headspace (3.5g, 7g y 12.5g de aceite en viales de 12ml) con tiempos de exposición de la fibra de 30min. Observaron una disminución en las áreas totales de los compuestos a medida que aumentó la cantidad de muestra contenida en los viales sugiriendo la existencia de fenómenos de competencia en la fibra. 

En el caso del queso Reggianito se observó una menor incidencia de la cantidad de muestra en los perfiles cromatográficos. Si bien las áreas de algunos compuestos se incrementaron ligeramente con una mayor cantidad de muestra analizada, de particular interés resultó el hecho que algunos compuestos disminuyeron las cantidades adsorbidas en la fibra, indicando también la posible existencia de fenómenos de competencia. 

En función de los resultados obtenidos en este estudio se seleccionó para las dos variedades de queso una cantidad de muestra de 5g para utilizarse en los sucesivos ensayos ya que se logró una buena sensibilidad en la detección de los compuestos y no fueron evidentes fenómenos de competencia y/o desplazamientos en la fibra. 

A.IV.4.2.5. Estudio de la incidencia de distintos componentes de la matriz de queso azul en la liberación o retención de compuestos de aroma 

Los alimentos son medios complejos donde todos los constituyentes pueden interactuar. Las interacciones entre compuestos de flavor e ingredientes alimenticios y su influencia sobre la percepción del flavor tienen un rol predominante en su aceptación por los consumidores (Seuvre et al., 2004).

La composición del headspace de una muestra está fuertemente afectada por el particionamiento de los compuestos volátiles entre la matriz y la fase gaseosa. Ciertos parámetros de la matriz tales como la grasa, pH, humedad, contenido de proteínas, etc., influyen en la liberación o retención de los compuestos volátiles, como así también las propiedades de volatilidad y polaridad de los mismos (Frank et al., 2004). Esto ya fue señalado por Yang & Peppard (1997) al demostrar que los resultados obtenidos por SPME son fuertemente afectados por las condiciones experimentales y la matriz de la muestra. Debido a la complejidad del tema, pocos trabajos se han publicado con matrices complejas o alimentos reales siendo común el estudio del comportamiento de ciertos compuestos de los alimentos usando matrices simples (Philippe et al., 2003).

En el presente estudio se evaluó la incidencia de algunas variables sobre el grado de liberación o retención de los compuestos de flavor de una muestra de queso azul, tales como la adición de sales (NaCl y Na2SO4 anhidro) y de lípidos (aceite vegetal desodorizado de girasol) y la modificación del pH y del contenido acuoso. Este estudio además reviste importancia porque las matrices de los quesos pueden presentar diferencias en los contenidos de materia grasa, NaCl, humedad y valores de pH. Las experiencias realizadas sobre las muestras de queso azul fueron:

Experiencia 1: 5g de queso azul (referencia)

Experiencia 2: 5g de queso azul adicionado de 1g de NaCl

Experiencia 3: 5g de queso azul adicionado de 1.5g de NaCl

Experiencia 4: 5g de queso azul adicionado de 1g de Na2SO4 anhidro

Experiencia 5: 5g de queso azul adicionado de 5g de Na2SO4 anhidro

Experiencia 6: 5g de queso azul adicionado de 1.5g de aceite desodorizado

Experiencia 7: 5g de queso azul acidificado a pH=2-3

Experiencia 8: 5g de queso azul adicionado de 5ml de agua (suspensión)

En las Tablas A.IV.6 a A.IV.9 se presentan agrupados por familias químicas los compuestos identificados en los perfiles cromatográficos con los valores de áreas que se obtuvieron en las distintas experiencias realizadas. Para facilitar la interpretación de los resultados también se indicaron los incrementos (+) o disminuciones (-) de las áreas de los distintos compuestos en forma porcentual, calculados respecto a los valores de área que presentaron en la experiencia 1 (referencia).

	
	Exp.1
	Exp.2
	%
	Exp.3
	%
	Exp.4
	%
	Exp.5
	%
	Exp.6
	%
	Exp.7
	%
	Exp.8
	%

	Cetonas
	
	
	a (*)
	
	a (*)
	
	a (*)
	
	a ( *)
	
	a (*)
	
	a (*)
	
	a (*)

	2-propanona
	99
	100
	+1
	108
	+9
	141
	+42
	116
	+17
	57
	-42
	33
	-67
	38
	-62

	2-butanona
	57
	78
	+37
	86
	+51
	106
	+86
	74
	+30
	32
	-44
	43
	-25
	22
	-61

	2-pentanona
	101
	93
	-8
	104
	+3
	112
	+11
	119
	+18
	51
	-49
	50
	-50
	160
	+58

	2-heptanona
	1914
	1875
	-2
	1964
	+3
	1987
	+4
	1836
	-4
	1012
	-47
	1501
	-22
	3134
	+64

	2-octanona
	26
	25
	-4
	28
	+8
	24
	-8
	22
	-15
	12
	-54
	24
	-8
	50
	+92

	2-nonanona
	1650
	1403
	-15
	1539
	-7
	1366
	-17
	1274
	-13
	765
	-54
	1463
	-11
	1952
	+18

	8-nonen-2-ona
	390
	316
	-9
	343
	-12
	315
	-19
	301
	-13
	217
	-44
	163
	-58
	365
	-6

	2-undecanona
	55
	40
	-27
	47
	-14
	38
	-31
	37
	-33
	25
	-54
	48
	-13
	43
	-22

	Totales
	4292
	3930
	
	4219
	
	4089
	
	3779
	
	2171
	
	3325
	
	5764
	


Tabla A.IV.6: Áreas promedio (x103) de las distintas cetonas identificadas en la muestra de queso azul obtenidas a partir de las distintas condiciones evaluadas en la matriz.
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(*) Incrementos o disminuciones de las áreas (%) calculados como:   con n= 2 a 8

	
	Exp.1
	Exp.2
	%
	Exp.3
	%
	Exp.4
	%
	Exp.5
	%
	Exp.6
	%
	Exp.7
	%
	Exp.8
	%

	Alcoholes
	
	
	a (*)
	
	a (*)
	
	a (*)
	
	a (*)
	
	a (*)
	
	a (*)
	
	a (*)

	2-propanol
	397
	174
	-56
	190
	-52
	611
	+54
	411
	+4
	400
	+1
	301
	-24
	255
	-36

	Etanol
	80
	233
	+191
	181
	+126
	194
	+143
	179
	+124
	47
	-41
	56
	-30
	49
	-39

	2-butanol
	32
	37
	+16
	41
	+28
	38
	+19
	31
	-3
	22
	-31
	22
	-31
	18
	-44

	2-metil 1-propanol
	75
	78
	+4
	76
	+1
	85
	+13
	83
	+11
	51
	-32
	39
	-48
	12
	-84

	1-butanol
	39
	41
	+5
	41
	+5
	34
	-13
	34
	-13
	17
	-56
	33
	-15
	32
	-18

	3-metil 1-butanol
	908
	1190
	+31
	1142
	+26
	1422
	+57
	1242
	+37
	784
	-14
	501
	-45
	967
	+7

	2-heptanol
	121
	114
	-6
	123
	+2
	124
	+3
	110
	-9
	60
	-50
	88
	-27
	123
	+2

	2-nonanol
	105
	134
	+28
	159
	+51
	123
	+17
	148
	+41
	89
	-15
	159
	+51
	73
	-30

	2,3-butanodiol
	33
	23
	-30
	27
	-18
	21
	-36
	20
	-39
	13
	-61
	21
	-36
	28
	-15

	Totales
	1790
	2024
	
	1980
	
	2652
	
	2258
	
	1483
	
	1220
	
	1557
	


Tabla A.IV.7: Áreas promedio (x103) de los distintos alcoholes identificados en la muestra de queso azul obtenidas a partir de las distintas condiciones evaluadas en la matriz.
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(*) Incrementos o disminuciones de las áreas (%) calculados como:                                                          con n= 2 a 8

	
	Exp.1
	Exp.2
	%
	Exp.3
	%
	Exp.4
	%
	Exp.5
	%
	Exp.6
	%
	Exp.7
	%
	Exp.8
	%

	Esteres
	
	
	a (*)
	
	a (*)
	
	a (*)
	
	a (*)
	
	a (*)
	
	a (*)
	
	a (*)

	Butanoato de metilo
	85
	104
	+22
	107
	+26
	113
	+33
	109
	+28
	30
	-65
	41
	-52
	0
	-100

	Butanoato de etilo
	102
	116
	+14
	118
	+16
	118
	+16
	105
	+3
	54
	-47
	73
	-28
	57
	-44

	Butanoato de isoamilo
	232
	263
	+13
	277
	+19
	308
	+33
	291
	+25
	156
	-33
	173
	-25
	158
	-32

	Octanoato de etilo
	321
	269
	-16
	300
	-6
	269
	-16
	246
	-33
	148
	-54
	0
	-100
	282
	-12

	Totales
	740
	752
	
	802
	
	808
	
	751
	
	388
	
	287
	
	497
	


Tabla A.IV.8: Áreas promedio (x103) de los distintos ésteres identificados en la muestra de queso azul obtenidas a partir de las distintas condiciones evaluadas en la matriz.
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(*) Incrementos o disminuciones de las áreas (%) calculados como:                                                          con n= 2 a 8

	
	Exp.1
	Exp.2
	%
	Exp.3
	%
	Exp.4
	%
	Exp.5
	%
	Exp.6
	%
	Exp.7
	%
	Exp.8
	%

	Ácidos
	
	
	a (*)
	
	a (*)
	
	a (*)
	
	a (*)
	
	a (*)
	
	a (*)
	
	a (*)

	Etanoico
	417
	500
	+20
	385
	-8
	428
	+3
	247
	-41
	558
	+34
	4923
	+1081
	290
	-30

	Propanoico
	25
	44
	+76
	37
	+48
	48
	+92
	59
	+136
	27
	+8
	18
	-28
	0
	-100

	Butanoico
	1012
	2666
	+163
	1973
	+95
	1471
	+45
	1100
	+9
	1132
	+12
	6523
	+545
	410
	-59

	3-metilbutanoico
	88
	223
	+153
	167
	+90
	135
	+53
	83
	-6
	118
	+34
	418
	+375
	31
	-65

	Hexanoico
	1021
	2212
	+117
	1754
	+72
	1262
	+24
	706
	-21
	913
	-11
	2883
	+182
	390
	-62

	Octanoico
	186
	170
	-9
	160
	-14
	206
	+11
	83
	-55
	173
	-7
	328
	+76
	196
	+5

	Decanoico
	49
	38
	-22
	37
	-24
	46
	-6
	23
	-53
	54
	+10
	126
	+157
	91
	+86

	Dodecanoico
	9
	8
	-11
	7
	-22
	9
	0
	5
	-44
	10
	+11
	20
	+122
	16
	+78

	Totales
	2807
	5861
	
	4520
	
	3605
	
	2406
	
	2985
	
	15239
	
	1424
	


Tabla A.IV.9: Áreas promedio (x103) de los distintos ácidos identificados en la muestra de queso azul obtenidas a partir de las distintas condiciones evaluadas en la matriz.
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(*) Incrementos o disminuciones de las áreas (%) calculados como:                                                          con n= 2 a 8

De acuerdo a los resultados que se muestran en las distintas Tablas, la composición del headspace resultó afectada de diferente modo según las modificaciones que se realizaron en la matriz de queso. 

En el caso de los compuestos del grupo de las cetonas (Tabla A.IV.6), los dos niveles de NaCl (experiencias 2 y 3) y de Na2SO4 anhidro (experiencias 4 y 5) tuvieron poca incidencia en la liberación de la matriz. En general se observó que las cetonas de menor PM (principalmente 2-butanona) mostraron un ligero incremento en los valores de las áreas mientras que las cetonas de mayor P.M (particularmente la 2-undecanona) presentaron algunas disminuciones en las cantidades adsorbidas en la fibra con la adición de las sales.

La adición de aceite desodorizado (experiencia 6) y la acidificación (experiencia 7) produjeron una importante disminución en los valores de las áreas de todas las cetonas y particularmente para la adición de aceite las diminuciones de las áreas alcanzaron el 50%. 

La formación de una suspensión de queso con el agregado de agua (experiencia 8) tuvo distinta incidencia en el comportamiento de las cetonas. Por un lado produjo una retención de la 2-propanona y 2-butanona y por otro favoreció la liberación de 2-pentanona, 2-heptanona y 2-octanona.

En el caso de los alcoholes (Tabla A.IV.7), la adición a la matriz de queso de los dos niveles de NaCl (experiencias 2 y 3) produjo para la mayoría de los alcoholes un incremento en la concentración en el headspace, particularmente notorio en el caso del etanol. Sólo se observó una disminución en los valores de las áreas para el caso del 2-propanol y 2,3-butanodiol. Similar comportamiento se encontró con la adición a la matriz de Na2SO4 anhidro (experiencias 4 y 5) donde solamente el 1-butanol y 2,3-butanodiol presentaron una disminución en la cantidad adsorbida por la fibra. Con la adición de aceite (experiencia 6), disminución del pH (experiencia 7) y la presencia de agua en la matriz (experiencia 8) se observaron reducciones de los valores de las áreas para la mayoría de los alcoholes, indicando una mayor retención de los mismos en la matriz.

La adición de NaCl (experiencias 2 y 3) y de Na2SO4 anhidro (experiencias 4 y 5) produjo en la mayoría de los ésteres (Tabla A.IV.8) un incremento en la concentración en el headspace. La única excepción se verificó para el caso del octanoato de etilo. Por su parte, la presencia de aceite en la matriz (experiencia 6), la modificación del pH (experiencia 7) y la adición de agua (experiencia 8) produjeron una notoria disminución en los valores de las áreas.

El efecto de la adición de NaCl a la matriz (experiencias 2 y 3) fue diferente para los distintos ácidos (Tabla A.IV.9). En el caso de los ácidos de menor PM tales como el propanoico, butanoico, 3-metilbutanoico y hexanoico se observó un importante incremento en los valores de las áreas particularmente con el menor nivel de sal adicionado mientras en el caso de los ácidos octanoico, decanoico y dodecanoico el comportamiento fue el opuesto aunque menos notorio. La cantidad de Na2SO4 anhidro adicionado a la matriz tuvo un efecto importante y opuesto en algunos casos. El menor nivel de Na2SO4 produjo en general incrementos en los valores de las áreas para la mayoría de los ácidos mientras que con un mayor nivel de esta sal se observaron para algunos compuestos (principalmente los ácidos de mayor P.M) disminuciones en las áreas. Con la adición de aceite (experiencia 6) se observaron incrementos en los valores de las áreas para algunos ácidos, comportamiento que resultó opuesto al de otros compuestos. Los menores valores de pH (experiencia 7) produjeron una notoria liberación en el headspace de todos los ácidos con la única excepción del ácido propanoico. Por su parte, la adición de agua (experiencia 8) produjo para el caso de los ácidos de menor P.M (etanoico, propanoico, butanoico, 3-metilbutanoico y hexanoico) una retención en la suspensión de queso mientras los ácidos decanoico y dodecanoico mostraron incrementos en los valores de áreas. 

A partir de estos ensayos se observó que las distintas modificaciones realizadas en la matriz alimentaria tuvieron un efecto importante en la concentración de los distintos analitos en el headspace. 

El agregado de NaCl por el conocido efecto salting-out incrementa la fuerza iónica de la solución lo cual favorece la insolubilización de los compuestos hidrofóbicos en la fase acuosa (Yang & Peppard, 1994; Liu & Yang, 2002; Lee et al., 2003). Se ha observado que el efecto de la adición de NaCl sobre la eficiencia en la extracción de compuestos volátiles depende de la concentración de la sal y del tipo de compuesto (Yang & Peppard, 1994; Steffen & Pawliszyn, 1996; Liu & Yang, 2002). En el caso de los ácidos, la incidencia de esta variable resultó dependiente de la cantidad adicionada. En general favoreció la liberación en el headspace de muchos compuestos del grupo de los alcoholes, ésteres y de los ácidos de mayor solubilidad en agua. Ha sido señalado que la adición de NaCl no tiene un efecto significativo sobre aquellos analitos no polares (Miller & Stuart, 1999). Lee et al. (2003) reportaron incrementos en las áreas totales de compuestos presentes en quesos Parmesano con la adición de una solución saturada de NaCl. Liu & Yang (2002) en un estudio de componentes de flavor en bananas observaron que varios ésteres presentaron disminuciones en las cantidades adsorbidas en la fibra para distintas concentraciones de sal. 

El Na2SO4 anhidro, por sus propiedades higroscópicas, también suele emplearse para favorecer la liberación de sustancias que presentan una mayor solubilidad en la fase acuosa. En general, y de igual manera que en el caso de la adición de NaCl se observó una influencia positiva de esta sal respecto a la cantidad de analitos adsorbidos en la fibra. Particularmente en el caso de los ácidos se observó un comportamiento opuesto para los dos niveles de sulfato de sodio anhidro adicionado. La adición de 1g de esta sal a la muestra produjo un efecto similar sobre los ácidos al señalado por Pinho et al. (2002) en muestras de quesos de oveja. Estos autores informaron incrementos importantes en los valores de las áreas de los ácidos butanoico, hexanoico, octanoico y dodecanoico al mezclar las muestras de queso con sulfato de sodio anhidro. 

Los lípidos son los constituyentes de los alimentos que han mostrado tener el efecto más importante sobre el particionamiento de los compuestos de flavor entre el producto y el headspace (Stephan et al., 2000; Philippe et al., 2003). La adición de aceite a la matriz de queso produjo una disminución significativa en los valores de las áreas para todos los compuestos del grupo de las cetonas y ésteres y la mayoría de los alcoholes. En el caso de los ácidos poco efecto tuvo esta variable en la retención o liberación de la matriz pero para los ácidos etanoico y 3-metilbutanoico se registraron incrementos en los valores de las áreas. Se ha reportado que un incremento en el contenido de lípidos de las matrices produce un decrecimiento de la fuerza del flavor (Stephan et al., 2000) reduciendo la sensibilidad del método, siendo la disminución en la cantidad adsorbida por la fibra más grande para aquellos analitos menos volátiles (Stevenson et al, 1996).

El pH es una variable importante dado que el equilibrio entre las formas disociadas y no disociadas determina la partición de los analitos entre la fase grasa y acuosa. En los compuestos del grupo de los ésteres, alcoholes y cetonas, se observaron disminuciones en los valores de las áreas al disminuir el pH. Por su parte, los compuestos del grupo de los ácidos presentaron una clara liberación al headspace al disminuir el valor del pH debido a que la acidificación reducen su ionización (Molimard & Spinnler, 1996), siendo las formas no disociadas menos retenidas por la matriz y por tanto, se liberan al headspace y se adsorben en la fibra (Roberts et al., 2000).

La adición de agua a los efectos de obtener una suspensión de queso en general produjo una mayor retención de los distintos grupos de compuestos en la matriz. Particularmente los compuestos de mayor solubilidad en agua (etanol, 2-propanol, 2-metil 1-propanol, 2-propanona, 2-butanona, butanoato de metilo, acido etanoico, propanoico, butanoico, etc.) presentaron importantes disminuciones en los valores de las áreas. Solamente algunas cetonas y ácidos de mayor PM y menor solubilidad incrementaron la cantidad adsorbida en la fibra. 

A partir de los resultados del presente estudio se observó que modificando ciertos parámetros de la matriz se puede favorecer la presencia en el headspace de determinados compuestos y de este modo mejorar la sensibilidad de los mismos o por el contrario producir su retención en la matriz, simplificando los perfiles cromatográficos.

Otra importante conclusión que se obtuvo fue la necesidad de tener en cuenta las posibles diferencias en los parámetros fisicoquímicos de los quesos para explicar ciertas características de los perfiles de compuestos volátiles.

A.IV.4.2.6. Estudio del tiempo de exposición de la fibra

En teoría, el tiempo requerido para alcanzar el estado de equilibrio del sistema matriz-headspace-fibra, es el tiempo óptimo de muestreo (Ruiz et al., 1998; Liang et al., 2005). Debido a que dicho estado es difícil de establecer en mezclas complejas de analitos, en la mayoría de los estudios donde se analizan los compuestos volátiles por SPME, el tiempo de exposición de la fibra se selecciona a partir de una condición de compromiso entre la duración del análisis y la sensibilidad en la detección de los compuestos. Además, un problema adicional que resulta con el uso de fibras adsorbentes reside en la posible existencia de fenómenos de competencia y/o desplazamientos de compuestos en la fibra que se dan fundamentalmente por el tiempo de exposición. En las fibras de tipo adsorbentes existen un limitado número de sitios o poros, pudiendo los analitos competir por el mismo sitio. De acuerdo a las isotermas de Langmuir cuando existen poros de tamaño uniforme y bajo condiciones de presión constantes, el analito con la constante de distribución más alta desplazará al analito con la constante de distribución más baja (Supelco, 2000). Las partículas de DVB contienen poros uniformes, de modo que con el empleo de fibras conteniendo esta fase se ha observado que incrementando la concentración de una mezcla de analitos, todos los sitios disponibles pueden llegar a ser ocupados. En este punto no se adsorberán más compuestos o eventualmente ocurrirán desplazamientos (Supelco, 2000). También es importante destacar que en teoría la fase Carboxen no es selectiva ni contiene poros uniformes pero la fase absorbente PDMS puede introducir alguna especificidad química y de este modo algunos compuestos pueden ser retenidos en la fibra más fuertemente que otros (Frank et al., 2004). 

Los efectos de competencia y/o desplazamiento de los analitos (Roberts et al., 2000) como así también la selectividad de ciertos materiales de la fibra (Frank et al., 2004) deben ser cuidadosamente evaluados dado que pueden causar sesgos e introducir errores cuando se realizan comparaciones cuantitativas entre distintas muestras (Murray, 2001; Contini & Esti, 2006). Por ejemplo, una muestra tiene una gran concentración de un compuesto con una alta Kfibra-headspace que la otra muestra no tiene, las cantidades adsorbidas de los analitos de interés podrían verse afectadas. En este caso, las dos muestras no podrían ser adecuadamente comparadas a menos que se utilicen estándares isotópicos para la cuantificación (Roberts et al., 2000) o se preparen estándares de calibración conteniendo mezclas de todos los compuestos presentes en la muestra a ser analizada y en las mismas proporciones relativas (Murray, 2001).

En distintos trabajos se describen experiencias para determinar el tiempo óptimo de exposición de la fibra en el headspace en distintas matrices alimentarias y en soluciones acuosas con mezclas de compuestos (Ruiz et al., 1998; Goupry et al., 2000; Murray, 2001; Jung & Ebeler, 2003; Pinho et al., 2003; Cavalli et al., 2003; Kanavouras et al., 2005). En algunos estudios por su parte, se ha verificado la existencia de fenómenos de competencia y/o desplazamientos en la fibra (Ruiz et al., 1998; Murray, 2001; Roberts et al., 2000; Kanavouras et al., 2005), dentro de los cuales se encuentran los quesos (Lecanu et al., 2002; Frank et al., 2004). 

En el presente trabajo se realizó un estudio de la cinética de adsorción de los compuestos presentes en el headspace para las dos variedades de queso, debido a que la fibra seleccionada es de tipo adsorbente y en teoría pueden producirse los inconvenientes antes mencionados. Este estudio también se consideró de interés para establecer si el sistema alcanzó el estado de equilibrio o evaluar las condiciones en las cuales se logra una adecuada sensibilidad. Es importante señalar que si bien los restantes parámetros operativos (tiempo de desorción, temperatura de extracción, tiempo de equilibrio de los viales previo a la exposición de la fibra, cantidad de muestra, etc.) se optimizaron analizando muestras de un queso azul y un queso Reggianito, para determinar el tiempo de exposición de la fibra se analizaron distintas muestras de quesos de estas variedades. Esto se realizó suponiendo diferencias cuantitativas en la composición del headspace de los distintos quesos y teniendo en cuenta que resulta necesario establecer un tiempo de muestreo común dado que el objetivo fue efectuar estudios comparativos entre los mismos. 

A.IV.4.2.6.1. Estudio del tiempo de exposición de la fibra con muestras de queso azul

Cuando la fibra se expuso en el headspace de los viales conteniendo las muestras de quesos azules (AI, BI, CI, DI, AII, BII, CII, DII, EII) por diferentes tiempos  (1, 5, 15 y 30min en los quesos del período I y 5, 15 y 30min en los quesos del período II), se observaron distintos tipos de comportamientos de los compuestos en un mismo queso. Estas diferencias también se encontraron para un mismo compuesto en los diferentes quesos. 

Algunos compuestos alcanzaron el equilibrio entre la matriz de la muestra, el headspace de los viales y la fibra, mostrando una independencia de la cantidad adsorbida en la fibra con el tiempo de exposición, otros no alcanzaron el equilibrio en los tiempos analizados aumentando en forma continua la cantidad adsorbida y los restantes, en algunos casos aumentaron en principio las concentraciones sobre la fibra mostrando luego una disminución en los valores de las áreas con mayores tiempos de exposición o disminuyeron todo el tiempo la cantidad adsorbida en la misma. 

A continuación se discute en forma más detallada el comportamiento que presentaron los diferentes grupos de compuestos en función del tiempo de exposición de la fibra en los distintos quesos. A modo de ejemplo se muestran para algunos quesos las gráficas de los valores de las áreas de los principales compuestos para los distintos tiempos de exposición de la fibra (Gráficos A.IV.25 a A.IV.28). 
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Áreas promedio de las cetonas minoritarias identificadas en el queso AI en función del tiempo de exposición de la fibra

Áreas promedio de las cetonas minoritarias identificadas en el queso CI en función del tiempo de exposición de la fibra

Áreas promedio de las cetonas minoritarias identificadas en el queso EII en función del tiempo de exposición de la fibra


Áreas promedio de las cetonas mayoritarias identificadas en el queso AI en función del tiempo de exposición de la fibra

Áreas promedio de las cetonas mayoritarias identificadas en el queso CI en función del tiempo de exposición de la fibra

Áreas promedio de las cetonas mayoritarias identificadas en el queso EII en función del tiempo de exposición de la fibra
Áreas promedio de los alcoholes minoritarios identificados en el queso AI en función del tiempo de exposición de la fibra

Áreas promedio de los alcoholes minoritarios identificados en el queso BII en función del 
tiempo de exposición de la fibra

Áreas promedio de los alcoholes minoritarios identificados en el queso EII en función del tiempo de exposición de la fibra


Áreas promedio de los alcoholes mayoritarios identificados en el queso AI en función del tiempo de exposición de la fibra

Áreas promedio de los alcoholes mayoritarios identificados en el queso BII en función del tiempo de exposición de la fibra

Áreas promedio de los alcoholes mayoritarios identificados en el queso EII en función del tiempo de exposición de la fibra

Áreas promedio de los ésteres minoritarios identificados en el queso BII en función del tiempo de exposición de la fibra

Áreas promedio de los ésteres minoritarios identificados en el queso EII en función del tiempo de exposición de la fibra
Áreas promedio de los ésteres identificados en el queso BI en función del tiempo de exposición de la fibra


Áreas promedio de los ésteres mayoritarios identificados en el queso BII en función del tiempo de exposición de la fibra

Áreas promedio de los ésteres mayoritarios identificados en el queso EII en función del tiempo de exposición de la fibra


Áreas promedio de los ácidos minoritarios identificados en el queso DI en función del tiempo de exposición de la fibra

Áreas promedio de los ácidos minoritarios identificados en el queso DII en función del tiempo de exposición de la fibra

Áreas promedio de los ácidos minoritarios identificados en el queso EII en función del tiempo de exposición de la fibra


Áreas promedio de los ácidos mayoritarios identificados en el queso DI en función del tiempo de exposición de la fibra

Áreas promedio de los ácidos mayoritarios identificados en el queso DII en función del tiempo de exposición de la fibra

Áreas promedio de los ácidos mayoritarios identificados en el queso EII en función del tiempo de exposición de la fibra

Cetonas: La 2-nonanona, 2-decanona, 2-undecanona y 8-nonen-2-ona aumentaron todo el tiempo la cantidad adsorbida sobre la fibra en todos los quesos en que fueron identificadas. La 2-octanona presentó incrementos en las áreas con mayores tiempos de exposición en siete de los nueve quesos analizados, alcanzando el equilibrio en los otros dos. Las restantes cetonas (desde la propanona a la 2-heptanona) presentaron los tres comportamientos posibles, aumentando o diminuyendo en algunos quesos las cantidades adsorbidas en la fibra con el aumento del tiempo de exposición o alcanzando el equilibrio en el sistema. En los casos donde se produjeron los fenómenos de competencia y/o desplazamiento de los compuestos y que correspondió a disminuciones en las cantidades adsorbidas en la fibra, este comportamiento se observó con tiempos de exposición de la fibra superiores a los 5 minutos. 

Es de hacer notar que este efecto lo presentaron las cetonas de menor PM ya que las de mayor PM (a partir de la 2-octanona) en ninguno de los quesos analizados se observaron disminuciones en los valores de las áreas 

En el Gráfico A.IV.25 se muestran, a modo de ejemplo, las áreas de las cetonas en función del tiempo de exposición de la fibra para tres de los quesos analizados (AI, CI y EII).

Frank et al. (2004) al igual que en el presente estudio reportaron efectos de competencia y/o desplazamientos en quesos azules para la 2-butanona, 2-hexanona, 2-pentanona y 2-heptanona e incrementos importantes en las cantidades adsorbidas en la fibra para la 2-octanona, 2-nonanona y 2-decanona. Es razonable pensar que las cetonas de menor PM sean desplazadas por compuestos de mayor PM, particularmente por la 2-nonanona que presentó altas concentraciones en muchos quesos, dado que en general las Kfibra-headspace se incrementan con el PM y PE de los compuestos (Supelco, 1999). 

Alcoholes: Representaron el grupo de compuestos donde se produjo el mayor número de casos de competencia y/o desplazamientos en la fibra.
En todos los quesos en que fueron identificados, el 2,3-butanodiol, 2-etil 1-hexanol, 1-heptanol, 2-octanol, 2-nonanol y feniletilalcohol incrementaron su concentración en el headspace con el aumento del tiempo de exposición de la fibra, en tanto que el 2-butanol y 1-hexanol aumentaron su concentración en la fibra o bien parecieron alcanzar el equilibrio. Los restantes alcoholes presentaron en los distintos quesos los tres tipos de comportamientos posibles. Se observaron muchos casos de competencia y/o desplazamientos en la fibra, las que fueron particularmente importantes en el 2-metil 1-propanol, 3-metil 1-butanol y 2-pentanol. Este fenómeno se hizo notorio a partir de los 5 y 15min de exposición de la fibra. 

En el Gráfico A.IV.26 se muestran, a modo de ejemplo, las áreas de los alcoholes en función del tiempo de exposición de la fibra para tres de los quesos analizados (AI, BII y EII).

Resultados similares al presente estudio fueron informados por Frank et al. (2004) quienes observaron efectos de competencia y/o desplazamientos en los casos del 2-heptanol y 3-metil 1-butanol, en tanto alcoholes como el 1-nonanol y feniletilalcohol incrementaron todo el tiempo su concentración en la fibra. 

Ésteres: El butanoato de isoamilo, hexanoato de isoamilo, hexanoato de isopropilo y octanoato de etilo aumentaron todo el tiempo su concentración en el headspace, y por tanto, las cantidades adsorbidas sobre la fibra en todos los quesos analizados. El acetato de etilo pareció alcanzar en todos los casos alcanzó el equilibrio. El hexanoato de etilo, con excepción del queso BII donde presentó disminuciones en las cantidades adsorbidas sobre la fibra a partir de los 15min de exposición, incrementó su concentración en el headspace con el aumento del tiempo de exposición de la fibra, mientras que el hexanoato de metilo presentó el comportamiento inverso, disminuyendo en la mayoría de los quesos las cantidades adsorbidas en la fibra con tiempos superiores a los 15min. Otros ésteres que presentaron en algunos quesos el fenómeno de competencia y/o desplazamiento fueron el butanoato de metilo y butanoato de etilo a partir de los 5min de exposición.

En el Gráfico A.IV.27 se muestran, a modo de ejemplo, las áreas de los ésteres en función del tiempo de exposición de la fibra para tres de los quesos analizados (BI, BII y EII).

Frank et al. (2004) informaron incrementos en las áreas en función del tiempo de exposición de la fibra para el hexanoato de isoamilo y octanoato de etilo y disminuciones en las cantidades adsorbidas para el hexanoato de etilo. 

Ácidos: Representaron el grupo de compuestos con menos casos de fenómenos de competencia y/o desplazamiento.
En los quesos donde fueron identificados, los ácidos propanoico, hexanoico, heptanoico, octanoico, decanoico y dodecanoico, aumentaron su concentración en la fibra o alcanzaron el equilibrio termodinámico. De los restantes ácidos, el ácido butanoico presentó la mayor cantidad de casos de competencia y/o desplazamientos en la fibra 

En el Gráfico A.IV.28 se muestran, a modo de ejemplo, las áreas de los ácidos en función del tiempo de exposición de la fibra para tres de los quesos analizados (DI, DII y EII).

Frank et al. (2004) reportaron incrementos importantes en las áreas con el tiempo de exposición de la fibra para los ácidos heptanoico, octanoico y decanoico y disminuciones en las áreas para los ácidos etanoico y butanoico. 

De acuerdo a lo expuesto precedentemente, en muchos quesos se observaron fenómenos de competencia y/o desplazamiento de ciertos compuestos en la fibra, que se comenzaron a evidenciar en algunos casos a partir de 5 minutos de exposición de la fibra. Entre los quesos que presentaron el mayor número de compuestos con este comportamiento en particular se encontraron: CI, BII, CII y DII. El queso CI presentó este efecto en compuestos particularmente del grupo de las cetonas y de los alcoholes; el queso BII del grupo de las cetonas, alcoholes y ésteres; el queso CII del grupo de las cetonas y los ésteres y el queso DII del grupo de los alcoholes, ésteres y ácidos. 

De acuerdo al presente estudio realizado se demostró la existencia de fenómenos de competencia y/o desplazamiento en la fibra de ciertos analitos a diferentes tiempos de exposición de la fibra en función de la composición del headspace de los quesos. Por esta razón, se seleccionó un tiempo de exposición de la fibra de 5 minutos para efectuar estudios comparativos entre los diferentes quesos azules. Una ventaja adicional señalada por Roberts et al. (2000), es que los tiempos cortos de exposición de la fibra permiten reflejar mejor la composición del headspace ya que la fibra crea una perturbación en el sistema por la selectividad que presenta hacia determinados compuestos. 

A.IV.4.2.6.2. Estudio del tiempo de exposición de la fibra con muestras de queso Reggianito

Cuando la fibra se expuso en el headspace de los viales conteniendo las muestras de quesos Reggianito (RAI, RBI, RCI, RDI, REI, RDII, REII) por diferentes tiempos (15 y 30min) se observaron al igual que en los quesos azules distintos tipos de comportamientos de los compuestos. Para la mayoría de ellos se observaron incrementos en los valores de las áreas o que las mismas permanecieron constantes al aumentar el  tiempo de exposición de la fibra.

En los Gráficos A.IV.29 a A.IV.33 se muestran los comportamientos de los principales grupos de compuestos en algunos de los quesos analizados para los dos tiempos de exposición de la fibra considerados. 

Cetonas: La mayoría de las cetonas mostraron incrementos en los valores de las áreas con mayores tiempos de exposición de la fibra (Gráfico A.IV.29). Sólo la propanona en los quesos RBI, REI y RDII presentó ligeras disminuciones en las cantidades adsorbidas en la fibra.

Alcoholes: Dentro de este grupo, los alcoholes de menor PM tales como el etanol (quesos AI, BI, CI, EI, DII, EII), 2-propanol (quesos BI, CI, EI, DII) y 2-metil 1-propanol (queso DII) experimentaron muy ligeras disminuciones en las cantidades adsorbidas en la fibra al aumentar el tiempo de exposición. Los restantes alcoholes presentaron en todos los quesos ligeros o importantes incrementos en los valores de las áreas (Gráfico A.IV.30).

Ésteres: Los distintos ésteres identificados en las muestras de quesos Reggianito presentaron en general aumentos en las cantidades adsorbidas en la fibra al aumentar el tiempo de exposición. Como única excepción puede indicarse el caso del acetato de etilo que en dos quesos (REI y RDII) presentó muy ligeras disminuciones en los valores de las áreas con el mayor tiempo de exposición de la fibra (Gráfico A.IV.31).  




















Aldehídos: En la mayoría de los quesos analizados el 2-metil butanal (RAI, RBI, REI, DII, EII) y el 3-metil butanal (RAI, RBI, RDII, REII) presentaron disminuciones en la cantidad adsorbida en la fibra con el incremento del tiempo de exposición (Gráfico A.IV.32) mientras que el 2-butenal y el benzaldehído mostraron importantes incrementos en los valores de las áreas.

Ácidos: Con la única excepción del ácido 3-metilbutanoico en el queso REI, todos los ácidos identificados en las distintas muestras mostraron en general importantes incrementos en los valores de las áreas con 30min de exposición de la fibra (Gráfico A.IV.33). 

En función de observado en las muestras de quesos Reggianito con los dos tiempos de exposición de la fibra, se consideró que un tiempo de muestreo de 15 minutos resultaría adecuado para esta variedad ya que se logró una buena sensibilidad a la vez que se evitaron problemas de competencia y/o desplazamientos que podrían producirse con mayores tiempos de exposición. 

Comparando los resultados obtenidos con las dos matrices de quesos, se observó que en el caso de los quesos Reggianito se presentaron pocos casos de competencia y/o desplazamientos en la fibra. Por otra parte, las disminuciones en los valores de las áreas fueron muy pequeñas. Este hecho estaría asociado a las diferentes concentraciones y proporciones de los distintos grupos de compuestos presentes en ambas matrices. Las cetonas de alto PM incrementaron siempre las cantidades adsorbidas en la fibra en las muestras correspondientes a las dos variedades de quesos con mayores tiempos de exposición de la fibra mientras que las cetonas de bajo PM tales como la propanona y 2-butanona, en algunos quesos presentaron disminuciones en los valores de las áreas indicando posibles efectos de competencia y/o desplazamientos. Respecto de los alcoholes también en las dos variedades de quesos se observaron disminuciones en las cantidades adsorbidas en la fibra, fundamentalmente para los de menor PM tales como el etanol, 2-propanol, 2-metil 1-propanol, 3-metil 1-butanol y 2-pentanol. En el caso de los ésteres, los principales inconvenientes relacionados con los fenómenos de competencia y/o desplazamientos se observaron en quesos azules, particularmente para el caso del butanoato de metilo, butanoato de etilo y hexanoato de metilo. Los aldehídos 2-metilbutanal y 3-metilbutanal identificados los quesos Reggianito mostraron ligeras disminuciones en las áreas con mayores tiempos de exposición de la fibra. Del grupo de los ácidos sólo el ácido butanoico y el 3-metilbutanoico presentaron en ambas variedades de quesos disminuciones en las cantidades adsorbidas en la fibra. 

Claramente se observó que los distintos compuestos requieren diferentes tiempos para alcanzar el equilibrio y ésto depende de la matriz analizada. En general, los compuestos menos volátiles necesitan mayores tiempos para alcanzar el equilibrio. Aunque la sensibilidad de la fibra por los compuestos menos volátiles es alta, los bajos coeficiente de partición para estos compuestos entre la matriz y el headspace pueden requerir mayores tiempos para alcanzar el equilibrio (Ruiz et al., 1998). 

A.IV.4.2.7. Reproducibilidad de la metodología

Se ha establecido que cualquier cambio en las condiciones experimentales que afecten los coeficientes de distribución y la velocidad de adsorción también influenciará la cantidad adsorbida sobre la fibra y la correspondiente reproducibilidad (Yang & Peppard, 1994; Sides et al., 2000). Las variaciones entre fibras también han sido reconocidas como un problema en análisis cuantitativo por SPME. Aunque su manufactura ha mejorado sustancialmente en los últimos años, aún así la más alta reproducibilidad se logra cuando las calibraciones y medidas se realizan con la misma fibra. Hasta un 20% de variación en las áreas de los picos se ha observado de una fibra a otra (Stashenko & Martinez, 2007).

Distintos valores de coeficientes de variación (CV) se han reportado para compuestos de flavor presentes en distintas matrices alimentarias. En general los CV dependen del analito, su concentración y el tipo de matriz. De acuerdo a Stashenko & Martinez (2007), los valores típicos de desviación estándar relativa (RSD) por HS-SPME no excede en general el 10%. Steffen & Pawliszyn (1996) evaluaron la precisión de la metodología analizando mezclas de compuestos de flavor de jugo de naranja, encontrando valores de RSD en un rango entre el 1 y 18%, pero para la mayoría de los compuestos estuvo por debajo del 10%. En análisis de compuestos asociados con el flavor aceite de oliva, Conti & Esti (2006) reportaron valores de CV en el rango de 1.4 a 9.7%. En quesos Provola dei Nebrodi, Verzera et al. (2004) calcularon los CV para un triplicado de análisis del mismo queso en idénticas condiciones experimentales. Los valores fueron dependientes del compuesto analizado no superando el 10%. En la optimización de HS-SPME en quesos Parmesano, Lee et al. (2003) lograron disminuir los CV a valores en torno al 2%, combinando una baja temperatura de muestreo de los quesos (-10ºC) con un efectivo control de la temperatura de exposición de la fibra y una agitación magnética uniforme.

En el presente trabajo los valores de CV obtenidos en las distintas experiencias de optimización estuvieron en el rango entre 0.1 y 15% para la mayoría de los compuestos. En general no se observaron diferencias en los valores de CV de los compuestos con las distintas temperaturas de extracción, cantidades de muestra y tiempos de equilibrio. Algunas diferencias estuvieron asociadas al tipo de compuestos sin observarse una dependencia entre el valor del área y el CV. En el estudio de exposición de la fibra en el headspace por distintos tiempos, algunos quesos en particular presentaron mayores CV fundamentalmente para los ácidos, encontrándose sus valores en torno al 30%. Esto indicaría que los valores de CV estarían más asociados al tipo de compuesto y a la matriz. Ruiz et al. (1998) obtuvieron resultados similares en un estudio del perfil de compuestos volátiles en productos cárnicos donde informaron para algunos compuestos CV en torno al 75%. Las variaciones encontradas las explicaron por la complejidad de la matriz analizada.

Conclusiones

· Con la aplicación de la SPME a muestras de quesos de las dos variedades analizadas, se observaron perfiles cromatográficos muy completos de analitos, ya que se identificaron compuestos pertenecientes a diferentes grupos químicos.

· Los distintos ensayos realizados indicaron que esta metodología resultó altamente dependiente de las condiciones de muestreo y del tipo de matriz, lo que requirió establecer distintas condiciones de tiempo de exposición de la fibra en las dos variedades de queso. Una cantidad de muestra de 5g, un tiempo de equilibrio de 10 minutos y un tiempo de exposición de la fibra de 5 minutos en el caso de quesos azules y de 15 minutos en el caso de los quesos Reggianito, se consideraron condiciones adecuadas para el análisis de estos quesos.

· Debido a las ventajas observadas tales como la simplicidad de uso y la rapidez de los análisis, sumado a perfiles completos de compuestos, a la sensibilidad analítica que se logró y a los aceptables CV, se decidió seleccionar a la SPME como metodología de aislamiento para el estudio de compuestos de flavor en las variedades azules y Reggianito. 
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Parte B

Caracterización fisicoquímica, proteólisis, lipólisis y perfil de compuestos volátiles de quesos azules y Reggianito de origen Argentino. Estudio estadístico multivariado de los resultados y análisis de posibles relaciones entre parámetros individuales
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B.IV.1. Caracterización de los quesos azules y Reggianito: Perfil de compuestos volátiles, composición fisicoquímica, proteólisis, lipólisis y análisis sensorial

B.IV.1.1. QUESOS AZULES
B.IV.1.1.1. PERFIL DE COMPUESTOS VOLÁTILES

En los perfiles cromatográficos de las muestras de quesos azules se observaron importantes diferencias, principalmente desde un punto de vista cuantitativo. Los valores de las áreas de los compuestos identificados variaron en un amplio rango en las distintas muestras.
Para facilitar la discusión de los resultados y analizar los perfiles tanto desde un punto de vista cualitativo como cuantitativo, los cincuenta y uno (51) compuestos identificados en 18 muestras se clasificaron por familia química (cetonas, alcoholes, ésteres, ácidos y otros compuestos) y para los mismos se informaron los valores promedios de las áreas con sus desviaciones estándar (SD) (Tablas B.IV.1 a B.IV.5). También se realizó una breve discusión de la incidencia que tienen estos compuestos en el flavor de los quesos y se compararon los datos del presente estudio con los resultados obtenidos por distintos autores en quesos azules de otros orígenes.

B.IV.1.1.1.1. Cetonas
Un total de diez cetonas se identificaron en los quesos analizados (Tabla B.IV.1), correspondiendo todas ellas al grupo de las metilcetonas. 

Las áreas de las cetonas en las distintas muestras se encontraron en un rango entre 1300 y 32000 (x103) unidades, con los quesos CI, DII, y EIII presentando los valores 

	muestras
	propanona
	2-butanona
	2-pentanona
	2-hexanona
	2-heptanona
	2-octanona
	2-nonanona
	8-nonen 2-ona
	2-decanona
	2-undecanona
	Totales

	AI
	85* (3)
	56* (2)
	86** (0.9)
	n.d
	614** (15)
	n.d
	239** (13)
	295a** (8)
	n.d
	7* (0.3)
	1382

	AII
	165** (5)
	70* (6)
	149** (4)
	n.d
	706** (5)
	44** (2)
	276** (4)
	428a* (13)
	n.d
	9** (0.6)
	1847

	AIII
	260** (19)
	109* (7)
	345** (34)
	8** (1)
	1257** (26)
	99** (4)
	719** (34)
	215a** (7)
	n.d
	14** (2)
	3026

	AIV
	279* (3)
	106* (0.4)
	105* (5)
	n.d
	690* (6)
	77* (3)
	558* (22)
	99a* (12)
	n.d
	17* (0.3)
	1931

	BI
	1784** (101)
	79* (3)
	4862** (259)
	174* (7)
	9691** (34)
	114** (0.9)
	2965** (97)
	601a** (14)
	n.d
	51** (3)
	20321

	BII
	2878**(186)
	185* (12)
	5108** (171)
	114* (7)
	5508** (153)
	169** (13)
	1325** (42)
	534a** (11)
	n.d
	75** (3)
	15896

	BIII
	498** (21)
	65* (2)
	4439** (61)
	86** (3)
	4732** (374)
	77** (7)
	840** (164)
	298** (42)
	n.d
	9** (2)
	11044

	CI
	2502** (26)
	166* (10)
	7901** (42)
	610** (15)
	13232** (35)
	359** (31)
	5750** (405)
	1319** (182)
	13** (1)
	59** (6)
	31911

	CII
	2600** (6)
	139* (5)
	5807** (5)
	135** (3)
	6375** (126)
	92** (0.2)
	1743** (8)
	381a** (51)
	n.d
	46** (0.9)
	17318

	CIII
	160** (4)
	27* (0.1)
	3369** (97)
	87* (0.2)
	3614** (123)
	43** (0.2)
	1010** (56)
	264a** (25)
	n.d
	46** (2)
	8620

	CIV
	1649* (11)
	184* (6)
	3876* (119)
	105* (2)
	6302* (348)
	292* (1)
	1598* (108)
	596* (111)
	n.d
	33* (0.1)
	14635

	DI
	865** (50)
	86** (2)
	3909** (23)
	100* (0.4)
	6435** (95)
	35** (0.7)
	1234** (95)
	427** (12)
	10** (0.2)
	51** (3)
	13152

	DII
	3570** (1)
	306* (6)
	6315** (77)
	224* (8)
	9314** (95)
	260** (3)
	3953** (75)
	1215a** (28)
	8* (0.1)
	156** (3)
	25321

	EII
	298** (20)
	58* (5)
	577** (33)
	10** (0.8)
	661** (5)
	119** (0.6)
	306** (11)
	628a** (72)
	n.d
	23* (4)
	2680

	EIII
	3646** (74)
	182* (11)
	9533** (85)
	363** (2)
	9669** (264)
	265** (23)
	3364** (58)
	910** (146)
	9** (0.7)
	57** (4)
	27998

	EIV
	1120* (11)
	77* (0.1)
	3135* (402)
	44* (5)
	2230* (291)
	50* (5)
	282* (19)
	245* (11)
	n.d
	n.d
	7183

	FIII
	2501** (38)
	118* (1)
	8774** (42)
	208** (9)
	6805** (81)
	112** (1)
	1062** (98)
	356** (10)
	n.d
	10** (1)
	19946

	FIV
	1753* (76)
	66* (4)
	3630* (251)
	26* (5)
	2088* (230)
	108* (0.9)
	318* (45)
	257* (40)
	n.d
	6* (0.7)
	8252


Tabla B.IV.1: Cetonas identificadas en los quesos azules por SPME-GC-FID y SPME-GC-MS; área de los picos y áreas totales.

Las áreas informadas corresponden a unidades arbitrarias x103
n.d. No detectado. Para compuestos con áreas menores a 5 x103
a: El pico de 8-nonen 2-ona fue integrado junto con el ácido acético

* Identificado por GC-FID utilizando estándares de referencia y/o datos de bibliografía

** Identificado por GC-FID y GC-MS

Valores entre paréntesis corresponden a las SD de un duplicado de análisis
más altos de áreas totales de este grupo de compuestos y los quesos AI, AII, AIII, AIV y EII los más bajos. 

Las cetonas saturadas de número impar de átomos de carbono desde C3 hasta C11 se encontraron presentes en todos los quesos analizados (con excepción de la 2-undecanona que no se detectó en la muestra EIV). En las distintas muestras las cetonas 2-pentanona, 2-heptanona y 2-nonanona presentaron elevados valores de área siendo también importante en algunos quesos el contenido de la propanona. 

La cetona insaturada 8-nonen 2-ona se encontró presente en todos los quesos y en algunos de ellos con altos valores de áreas. Este compuesto identificado por GC-MS y datos de bibliografía coeluyó en algunos casos junto al ácido etanoico. En los perfiles cromatográficos de los quesos AI, BI, AII, BII, CII, DII, EII, AIII, CIIII y AIV se observaron dos picos no resueltos que impidió la obtención de las áreas individuales, mientras que en las restantes muestras sólo se observó un pico que el espectrómetro de masas siempre identificó como 8-nonen 2-ona. 

Las cetonas saturadas de número par de átomos de carbono (C4 a C10) representaron un grupo minoritario en las muestras donde se detectó su presencia.

Es importante destacar que no se pudo establecer si el diacetilo (2,3-butanodiona) se encontró presente en los quesos debido a que se comprobó que su tiempo de retención en las condiciones ensayadas fue muy próximo al de la 2-pentanona. Debido a la alta concentración de 2-pentanona en los quesos azules, es probable que el pico del diacetilo haya sido enmascarado. Si bien el patrón de fragmentación de ambos compuestos es similar, el espectrómetro de masas siempre dio una mayor probabilidad de que el pico corresponda a la 2-pentanona. Un caso similar ocurrió con la 2-octanona que presentó el mismo tiempo de retención que la acetoína (3-hidroxi 2-butanona). Sin embargo en todos los quesos donde se identificó este pico, el espectrómetro de masas siempre reportó una mayor probabilidad para la 2-octanona. 

A los efectos de una mejor visualización de algunos de los datos cuantitativos que se presentan en la Tabla B.IV.1, en los Gráficos B.IV.1 a B.IV.3 se muestran los valores de áreas correspondientes a la 2-pentanona, 2-heptanona y 2-nonanona en las distintas muestras de queso azul.


Gráfico B.IV.1: Áreas promedio de la 2-pentanona en las distintas muestras de queso azul


Gráfico B.IV.2: Áreas promedio de la 2-heptanona en las distintas muestras de queso azul


Gráfico B.IV.3: Áreas promedio de la 2-nonanona en las distintas muestras de queso azul

Importancia de las cetonas en los quesos madurados por hongos

Según Castillo et al. (2007) hay estudios que indican que la concentración de cetonas en un queso depende de la cantidad y composición de la grasa presente en la leche de elaboración, y su presencia es principalmente el resultado de la acción lipolítica de la microflora. Dentro de las cetonas, las metilcetonas se consideran importantes catabolitos de los ácidos grasos (Collins et al., 2003) y particularmente las metilcetonas de cadena impar de átomos de carbono son cuantitativamente muy importantes en quesos azules y madurados en superficie (Molimard & Spinnler, 1996; Sablé & Cottenceau, 1999). 

Uno de los primeras investigaciones llevadas a cabo para dilucidar el rol de las metilcetonas en el aroma de los quesos azules sugirió que pequeñas cantidades de distintas metilcetonas tales como 2-pentanona, 2-heptanona y 2-nonanona serían los constituyentes que permitirían distinguir el flavor de los quesos madurados por hongos de otras variedades de quesos (Patton, 1950). A través del análisis de muestras de quesos azules por olfactometría se ha podido establecer el rol clave de las mismas en el aroma (Moio et al., 2000; Qian et al., 2002; Frank et al., 2004), aunque también se ha señalado la contribución de otras cetonas tales como el diacetilo, 2-hexanona y 2-undecanona (Qian et al., 2002). 

Para el desarrollo de un flavor de queso azul, Anderson & Day (1966) adicionaron a un sustrato sintético metilcetonas de número impar de átomos de carbono desde C3 a C11, lo cual confirma el importante rol que tienen distintas metilcetonas en el flavor global de los quesos azules.

Debido a sus olores típicos, sus bajos umbrales de detección y las concentraciones en que se encuentran presentes en los quesos (Sablé & Cottenceau, 1999), las metilcetonas aportan notas características y distintivas de enorme incidencia en el aroma de los quesos madurados por hongos y particularmente los quesos azules (Gripon, 1993; Ghitti et al., 1999). La 2-octanona, 2-decanona y 2-undecanona aportan notas frutales (fruity), florales (floral) y a mohos (musty) (Molimard & Spinnler, 1996). La 2-heptanona y 2-nonanona son las únicas metilcetonas que aportan notas aromáticas que se asocian en forma inmediata con el aroma del queso azul (Blue cheese), denotando de este modo su importancia en los quesos azules (Qian et al., 2002). Por su parte, el diacetilo y la acetoína aportan notas a manteca (buttery) (Molimard & Spinnler, 1996). 

Presencia de cetonas en quesos azules  de distintos orígenes

El rol de las cetonas y particularmente las metilcetonas como constituyentes cuantitativamente importantes del perfil de compuestos de los quesos madurados por hongos y como participantes claves en el aroma de los mismos, se encuentra avalado por una serie de trabajos realizados en esta variedad. 

En un análisis cuantitativo de metilcetonas en quesos azules comerciales, Schwartz & Parks (1963a; 1963b) encontraron a la 2-heptanona, 2-nonanona y 2-pentanona como mayoritarias. Anderson & Day (1966) en un estudio similar reportaron altas concentraciones para la 2-heptanona y 2-nonanona.

Moio et al. (2000) señalaron a las cetonas como los principales compuestos neutros volátiles presentes en destilados acuosos de quesos Gorgonzola, alcanzando aproximadamente el 50% del total de compuestos de esta fracción. Las metilcetonas con número impar de átomos de carbono (C5 a C11) representaron aproximadamente el 90% del total de cetonas, siendo mayoritarias la 2-heptanona y la 2-nonanona. Estas dos metilcetonas también se han informado en mayores concentraciones en quesos Stilton (Madkor et al., 1987), Danish blue (Trihaas et al., 2005), Gamonedo (Gonzalez de Llano et al.; 1990) y Blue (Dartey & Kinsella, 1971).

En quesos azules franceses (Roquefort, Bleu des Causses y Bleu d'Auvergne), las metilcetonas fueron los compuestos mayoritarios, representando del 50 al 75% del perfil de compuestos. La 2-heptanona y 2-nonanona fueron las más abundantes, excepto en el queso Bleu des Causses en el cual la 2-pentanona resultó mayoritaria (Gallois & Langlois, 1990). 

En quesos azules Kuflu (Hayaloglu et al., 2008) y Stilton (Gkatzionis et al., 2009) se reportaron a las cetonas como el grupo de compuestos mayoritarios y particularmente las metilcetonas 2-pentanona, 2-heptanona y 2-nonanona fueron las más abundantes. 

Lawlor et al. (2003) identificaron metilcetonas desde C4 a C9 y 8-nonen 2-ona en quesos azules de distinta procedencia (Blue d'Auvergne, Blue Shropshire, Blue Stilton, Cashel blue, Danish blue y Huntsman), reportando mayores áreas para la 2-pentanona y 2-heptanona en todas las muestras analizadas. Se encontró una correlación positiva entre el flavour a hongos (mouldy) y las concentraciones de 2-pentanona, 2-heptanona, 2-octanona y 2-nonanona. 

Según Gripon (1993) existen amplias variaciones en las concentraciones totales o individuales de las metilcetonas en quesos azules, siendo difícil establecer reglas. Schwartz & Parks (1963a; 1963b) y Anderson & Day (1966) cuantificaron el contenido de metilcetonas en quesos azules comerciales observando que los niveles de las mismas variaron ampliamente, no pudiendo establecerse relaciones definidas entre las metilcetonas en los distintos quesos analizados. 

Por otra parte, en algunos estudios se han informado importantes fluctuaciones de los niveles de metilcetonas en el curso de la maduración de los quesos azules. Dartey & Kinsella (1971) observaron que mientras la 2-heptanona y 2-nonanona incrementaron en forma continua sus concentraciones hasta los 70 días de maduración, las restantes cetonas presentaron durante este período importantes variaciones. Madkor et al. (1987) informaron un comportamiento similar de las metilcetonas en quesos Stilton, hecho que explicaron a partir de interconversiones a sus correspondientes alcoholes secundarios en condiciones anaeróbicas. En quesos Gorgonzola Ghitti et al. (1999) observaron incrementos al inicio de la maduración de las concentraciones de 2-pentanona, 2-heptanona, 2-nonanona y 8-nonen 2-ona con disminuciones de las mismas hacia el final de la maduración mientras Contarini & Toppino (1995) informaron un aumento constante en la concentración de la 2-heptanona durante todo el curso de la maduración y fluctuaciones en los niveles de la 2-pentanona. Gonzalez de Llano et al. (1990), en un estudio en quesos Gamonedo sobre la evolución de las metilcetonas durante la maduración observaron incrementos en sus niveles alcanzando valores máximos hacia los 60 días, para luego decrecer. 

A partir de esta información correspondiente a los quesos azules de distinta procedencia, los resultados obtenidos en las muestras analizadas respecto del perfil de metilcetonas tanto cuantitativo como cualitativo, no resultan sorprendentes. Se identificaron las metilcetonas más representativas y de mayor incidencia en el aroma de los quesos azules, presentando mayores valores de áreas aquellas que se han informado como mayoritarias. Por otra parte, las importantes diferencias cuantitativas de las metilcetonas encontradas en los quesos analizados también han sido observadas en otros quesos azules asociadas a distintos factores, entre ellos el tiempo de maduración.

B.IV.1.1.1.2. Alcoholes

Un total de diecisiete alcoholes se identificaron en los quesos analizados (Tabla B.IV.2) dentro de los cuales se encontraron alcoholes primarios, secundarios, lineales, ramificados, dioles y alcoholes aromáticos. 

Las áreas de este grupo de compuesto en las muestras de queso se encontraron en un rango entre 800 y 7100 (x103) unidades. Los quesos DI, BII y FIV presentaron los más altos valores de áreas totales de alcoholes mientras el queso EIII tuvo el valor más bajo.

Los alcoholes secundarios lineales de número impar de átomos de carbono desde C3 a C9 se encontraron presentes en la mayoría de los quesos analizados, con mayores valores de áreas para los alcoholes 2-pentanol y 2-heptanol.

Con excepción del etanol que se identificó en todos los quesos, con importantes valores de áreas en algunos de ellos, los restantes alcoholes primarios lineales (1-propanol, 1-butanol, 1-pentanol, 1-hexanol) sólo se encontraron presentes en algunas de las muestras, siendo una fracción minoritaria.

Dentro de los alcoholes ramificados se detectó la presencia del 2-metil 1-propanol (alcohol isobutílico), 3-metil 1-butanol (alcohol isoamílico) y 2-etil 1-hexanol. De importancia desde un punto de vista cuantitativo en muchos de los quesos analizados resultó el 3-metil 1-butanol. 

	muestras
	2-propanol
	Etanol
	2-butanol
	1-propanol
	2-metil

1-propanol
	2-pentanol
	1-butanol
	3-metil

 1-butanol
	2-hexanol
	1-pentanol
	2-heptanol
	1-hexanol
	2-octanol
	2-etil 

1-hexanol
	2-nonanol
	2,3-butanodiol
	2-fenil

etanol
	Totales

	AI
	416* (17)
	74* (3)
	9* (0.1)
	n.d
	89* (0.9)
	18* (0.6)
	n.d
	855** (22)
	n.d
	n.d
	23** (0.7)
	n.d
	n.d
	n.d
	11* (0.2)
	n.d
	n.d
	1495

	AII
	13* (0.6)
	95* (10)
	n.d
	n.d
	91* (5)
	29* (3)
	n.d
	852** (37)
	n.d
	n.d
	31** (0.7)
	n.d
	n.d
	n.d
	5* (0.1)
	12** (0.8)
	n.d
	1128

	AIII
	n.d
	81* (22)
	n.d
	n.d
	209** (14)
	17* (0.3)
	n.d
	2867** (34)
	n.d
	n.d
	35** (1)
	n.d
	n.d
	n.d
	10** (1)
	n.d
	12* (0.9)
	3231

	AIV
	n.d
	14* (2)
	n.d
	n.d
	128* (2)
	23* (0.3)
	n.d
	1659* (21)
	n.d
	n.d
	11* (0.1)
	n.d
	n.d
	n.d
	n.d
	n.d
	n.d
	1835

	BI
	78* (2)
	47* (1)
	9* (1)
	n.d
	52* (3)
	665** (15)
	10* (1)
	799** (16)
	25* (1)
	n.d
	891** (14)
	n.d
	n.d
	n.d
	20** (2)
	152** (11)
	n.d
	2748

	BII
	714** (15)
	707* (11)
	n.d
	192* (3)
	15* (1)
	1934** (47)
	61* (2)
	128* (6)
	96* (4)
	n.d
	1427** (22)
	16* (0.7)
	47* (0.9)
	n.d
	161** (7)
	121** (3)
	n.d
	5619

	BIII
	102** (4)
	1163** (29)
	n.d
	n.d
	233** (23)
	286** (12)
	17* (1)
	1975** (45)
	n.d
	n.d
	350** (35)
	n.d
	n.d
	n.d
	31** (7)
	26** (0.4)
	7* (2)
	4190

	CI
	126* (4)
	26* (5)
	5* (0.6)
	n.d
	46* (3)
	615** (42)
	n.d
	544** (35)
	22* (1)
	n.d
	603** (1)
	n.d
	5* (0.7)
	14* (2)
	94** (7)
	12* (0.5)
	7* (0.3)
	2119

	CII
	202* (5)
	166* (11)
	n.d
	10* (0.5)
	n.d
	1278** (38)
	n.d
	65* (2)
	28* (0.4)
	n.d
	600** (2)
	n.d
	n.d
	16* (0.2)
	81** (0.1)
	26* (0.2)
	n.d
	2472

	CIII
	117** (5)
	1419** (50)
	n.d
	n.d
	21* (0.5)
	1054** (29)
	7* (0.2)
	371** (8)
	18* (0.2)
	13* (0.9)
	698** (41)
	n.d
	n.d
	n.d
	16** (7)
	37* (0.9)
	n.d
	3771

	CIV
	41* (3)
	31* (3)
	n.d
	n.d
	191* (9)
	302* (38)
	n.d
	2351* (91)
	16* (1)
	13* (3)
	257* (5)
	n.d
	5* (0.6)
	15* (2)
	39* (0.8)
	n.d
	n.d
	3261

	DI
	188* (4)
	1206* (78)
	14* (0.2)
	n.d
	158* (6)
	2038** (42)
	20* (2)
	1273** (11)
	58* (3)
	31* (0.9)
	1903** (86)
	13* (0.4)
	n.d
	n.d
	19** (0.8)
	153** (6)
	15* (2)
	7089

	DII
	394* (18)
	94* (11)
	n.d
	n.d
	47* (2)
	1244** (39)
	10* (0.7)
	649** (21)
	47* (0.3)
	n.d
	1433** (43)
	21* (0.2)
	8* (0.1)
	13* (0.6)
	189** (6)
	330** (7)
	12** (0.9)
	4491

	EII
	274** (14)
	2925** (71)
	n.d
	n.d
	67* (5)
	470** (17)
	193** (7)
	614** (26)
	24* (2)
	n.d
	228** (2)
	15* (0.4)
	6* (0.2)
	n.d
	27** (1)
	112** (10)
	n.d
	4955

	EIII
	57** (8)
	100* (10)
	n.d
	13* (0.5)
	n.d
	221** (6)
	n.d
	76** (6)
	n.d
	28* (1)
	209** (3)
	n.d
	n.d
	15* (0.5)
	44** (0.3)
	79* (32)
	n.d
	842

	EIV
	88* (6)
	319* (43)
	n.d
	n.d
	65* (0.6)
	174* (4)
	n.d
	578* (18)
	n.d
	n.d
	159* (14)
	n.d
	n.d
	8* (1)
	21* (3)
	11* (0.6)
	n.d
	1423

	FIII
	94** (5)
	328* (12)
	n.d
	n.d
	49* (4)
	384** (1)
	27* (2)
	646** (15)
	12* (0.5)
	n.d
	327** (11)
	10* (1)
	n.d
	n.d
	50** (2)
	67** (8)
	n.d
	1994

	FIV
	475* (9)
	431* (7)
	n.d
	16* (3)
	105* (0.6)
	1590* (6)
	32* (0.9)
	1352* (5)
	20* (1)
	n.d
	1050* (28)
	11* (0.9)
	n.d
	n.d
	98* (4)
	58* (15)
	11* (1)
	5249


Tabla B.IV.2: Alcoholes identificados en los quesos azules por SPME-GC-FID y SPME-GC-MS; área de los picos y áreas totales.

Las áreas informadas corresponden a unidades arbitrarias x103
n.d. No detectado. Para compuestos con áreas menores a 5 x103
* Identificado por GC-FID utilizando estándares de referencia y/o datos de bibliografía

** Identificado por GC-FID y GC-MS

Valores entre paréntesis corresponden a las SD de un duplicado de análisis

En la mayoría de los quesos azules se identificó el 2,3-butanodiol y en unas pocas muestras el alcohol aromático 2-feniletanol o feniletilacohol.

A los efectos de una mejor visualización de algunos de los resultados cuantitativos que se presentan en la Tabla B.IV.2, en los gráficos B.IV.4 a B.IV.6 se muestran representados los valores de áreas correspondientes al 2-pentanol, 2-heptanol y 3-metil 1-butanol en las distintas muestras de quesos azules.


Gráfico B.IV.4: Áreas promedio del 2-pentanol en las distintas muestras de queso azul


Gráfico B.IV.5: Áreas promedio del 2-heptanol en las distintas muestras de queso azul


Gráfico B.IV.6: Áreas promedio del 3-metil 1-butanol en las distintas muestras de queso azul
Importancia de los alcoholes en los quesos madurados por hongos

Molimard & Spinnler (1996) han señalado que los alcoholes secundarios, en particular 2-heptanol y 2-nonanol, son en parte responsables del aroma característico de los quesos azules. Anderson & Day (1966) en el desarrollo de un flavor sintético de queso azul adicionaron al sustrato una mezcla de 2-pentanol, 2-heptanol, 2-nonanol y 2-feniletanol, lo cual indica la importancia de los mismos en el flavor de estos quesos. 

A través del análisis por olfactometría de muestras de quesos azules, el 2-feniletanol (Frank et al., 2004), 1-octen 3-ol (Moio et al., 2000; Curioni & Bosset, 2002), 2-heptanol (Moio et al., 2000; Qian et al., 2002) y 2-nonanol (Moio et al., 2000) se han señalado como compuestos claves del aroma. 

El 2-feniletanol se considera el más potente de los alcoholes aromáticos, aportando agradables notas florales a rosas (rose-like) (Molimard & Spinnler, 1996; Curioni & Bosset, 2002). El 1-octen 3-ol por su bajo umbral de percepción y sus notas a hongos (mushroom-like) contribuye marcadamente al perfil de aroma de los quesos azules, enmascarando en parte el olor de las metilcetonas (Curioni & Bosset, 2002) en rangos entre 5 y 50ppm (Gallois & Langlois, 1990). El 2-heptanol se asocia con notas frutales (fruity) (Qian et al., 2002), a aceite (oily) y a hierbas (herbaceous) y el 2-nonanol se caracteriza por sus notas aromáticas a grasa (fatty) y a vegetales verdes (green) (Sablé & Cottenceau, 1999; Curioni & Bosset, 2002).

Otros alcoholes tales como 1-propanol, 1-butanol, 1-pentanol, 1-hexanol, 1-heptanol y 1-octanol pueden aportar a los quesos azules notas alcohólicas (alcoholic), a vino (winey), dulces (sweet), frutales (fruity) y agrias (harsh) (Hayaloglu et al., 2008). Sin embargo, la contribución de los mismos probablemente es secundaria (Gallois & Langlois, 1990). Además, las notas frutales (fruity) y a nueces (nutty) que aportan algunos alcoholes primarios (Gallois & Langlois, 1990), pueden causar defectos de flavor si superan determinadas concentraciones (Vítová et al., 2006). Por su parte, el 3-metil 1-butanol se caracteriza por notas frutales (fruity), a aceite fusel (fusel oil) y a whisky y se considera responsable del agradable aroma a queso fresco (fresh cheese) (Coda et al., 2006).

Presencia de alcoholes en quesos azules de distintos orígenes

Anderson & Day (1966) cuantificaron el contenido de 2-pentanol, 2-heptanol y 2-nonanol en quesos azules comerciales, encontrándose los mismos presentes en concentraciones mucho menores que las correspondientes metilcetonas. En la mayoría de las muestras analizadas el 2-heptanol y 2-nonanol fueron los mayoritarios. 

Moio et al. (2000) informaron a los alcoholes como el segundo grupo de compuestos neutros volátiles aislados en Gorgonzola. El 2-heptanol y 2-nonanol representaron el 50% del total de alcoholes mientras el 3-metil 1-butanol también se encontró presente en cantidades significativas. En quesos azules Kuflu se reportaron a los alcoholes como uno de los grupos mayoritarios, encontrándose presentes en mayores concentraciones al 3-metil 1-butanol, 2-heptanol y 2-nonanol (Hayaloglu et al., 2008). Por su parte, Ghitti et al. (1999) y Sablé & Cottenceau (1999) también han señalado estos tres alcoholes como mayoritarios en quesos madurados por hongos. 

En quesos Roquefort y Bleu des Causses, los alcoholes representaron del 15 al 20% del perfil de compuestos de aroma, con una alta preponderancia de los alcoholes secundarios de número impar de átomos de carbono (2-pentanol, 2-heptanol, 2-nonanol). En muestras de Bleu d'Auvergne, los alcoholes representaron más del tercio de los compuestos identificados, encontrándose particularmente en altas proporciones el 3-metil 1-butanol (Gallois & Langlois, 1990). 

En quesos Danish blue se informaron distintos alcoholes, principalmente primarios y secundarios, lineales y ramificados, con mayores niveles de 2-pentanol, 2-heptanol, 2-nonanol, 8-nonen 2-ol, 2-metil 1-propanol y 3-metil 1-butanol (Trihaas et al., 2005). En queso azul Niva también se identificaron una gran diversidad de alcoholes, señalándose el etanol y 2-pentanol como los más abundantes a los 60 días de maduración (Vítová et al., 2006).

En quesos Silton, Gkatzionis et al. (2009) identificaron principalmente etanol, 2-pentanol, 2-heptanol y distintos alcoholes ramificados tales como el 2-metil 1-propanol y 3-metil 1-butanol, observando que las mayores cantidades de estos compuestos se localizaron en la parte blanca del queso. 

Lawlor et al. (2003) identificaron en quesos azules de distinta procedencia (Blue d'Auvergne, Blue Shropshire, Blue Stilton, Cashel blue, Danish blue, Huntsman) alcoholes primarios, secundarios y ramificados. En la mayoría de las muestras, el 2-pentanol, 2-heptanol y 2-metil 1-butanol presentaron los mayores valores de áreas.

En general, en el curso de la maduración de los quesos azules se han reportado incrementos en las concentraciones de los alcoholes hacia los 30 días (Contarini & Toppino, 1995) y 60 días (Gonzalez de Llano et al., 1990).

De acuerdo a los resultados que se encuentran publicados para los quesos azules de distinta procedencia, puede observarse que en el presente trabajo se identificaron los principales alcoholes que caracterizan a esta variedad y para la mayoría de las muestras analizadas, los alcoholes que presentaron mayores valores de áreas también se han señalado como mayoritarios en los trabajos citados. 

B.IV.1.1.1.3. Ésteres

Nueve ésteres se identificaron en los quesos azules analizados (Tabla B.IV.3).

Se destacaron los ésteres del ácido butanoico y hexanoico con los alcoholes metanol, etanol, 2-metil 1-propanol (alcohol isobutílico) y 3-metil 1-butanol (alcohol isoamílico). En algunas muestras analizadas también se identificaron el acetato de etilo y octanoato de etilo. El butanoato de etilo y butanoato de isoamilo se encontraron presentes en todos los quesos. 

Al igual que en el grupo de los alcoholes, estos compuestos tuvieron bajos valores de áreas, con un rango entre 60 y 5000 (x103) unidades. Los quesos BII y EII presentaron los más altos valores de áreas totales para el grupo de los ésteres, mientras los quesos AIII, CIII y AIV tuvieron los más bajos valores. 

Las diferencias en los perfiles de los ésteres tanto desde un punto de vista cualitativo como cuantitativo resultaron muy notorias en las distintas muestras analizadas. En general, el butanoato de etilo, hexanoato de etilo y butanoato de isoamilo fueron característicos del perfil de estos quesos.

Es importante destacar que cuando se utilizó la columna cromatográfica de 30m, es posible que el butanoato de metilo y hexanoato de metilo informados como no 

	muestras
	Acetato

de etilo
	Butanoato de metilo
	Butanoato

de etilo
	Hexanoato de metilo
	Hexanoato de etilo
	Butanoato de isoamilo
	Hexanoato

de isopropilo
	Octanoato

de etilo
	Hexanoato

 de isoamilo
	Totales

	AI
	n.d
	29* (1)
	37* (3)
	n.d
	n.d
	81** (4)
	n.d
	46* (0.7)
	n.d
	193

	AII
	n.d
	131* (4)
	47* (0.9)
	131* (6)
	6* (0.4)
	82** (2)
	n.d
	45* (2)
	n.d
	442

	AIII
	n.d
	n.d
	16* (2)
	n.d
	n.d
	24** (3)
	n.d
	33* (3)
	n.d
	73

	AIV
	n.d
	n.d
	8* (0.1)
	n.d
	n.d
	22* (2)
	n.d
	33* (0.9)
	n.d
	63

	BI
	n.d
	n.d
	57* (3)
	n.d
	8* (0.7)
	141** (1)
	n.d
	40* (0.9)
	n.d
	246

	BII
	45* (3)
	510** (15)
	816** (9)
	1397** (21)
	1738** (17)
	134** (4)
	78** (0.8)
	151** (5)
	84** (3)
	4952

	BIII
	n.d
	n.d
	83* (3)
	n.d
	47** (4)
	42** (6)
	6* (1)
	11* (3)
	18* (5)
	207

	CI
	n.d
	n.d
	5* (0.3)
	n.d
	28* (3)
	40** (5)
	n.d
	n.d
	11* (0.9)
	84

	CII
	n.d
	733** (32)
	189* (6)
	1050** (9)
	192** (8)
	64** (1)
	n.d
	19* (3)
	n.d
	2247

	CIII
	n.d
	n.d
	399** (13)
	n.d
	266** (9)
	56** (3)
	n.d
	n.d
	13* (0.8)
	734

	CIV
	n.d
	n.d
	7* (0.5)
	n.d
	n.d
	74* (2)
	n.d
	25* (5)
	n.d
	106

	DI
	n.d
	n.d
	159** (6)
	n.d
	63** (2)
	77** (3)
	n.d
	9* (0.8)
	n.d
	308

	DII
	n.d
	426* (27)
	111** (4)
	891** (35)
	137** (6)
	296* (14)
	35* (2)
	n.d
	34* (2)
	1930

	EII
	359** (27)
	23* (1)
	1370** (36)
	11* (0.7)
	1242** (6)
	51** (0.1)
	n.d
	69** (0.1)
	17* (0.4)
	3142

	EIII
	n.d
	n.d
	86* (1)
	n.d
	116* (2)
	115** (3)
	n.d
	12* (0.1)
	20* (2)
	349

	EIV
	n.d
	n.d
	51* (2)
	n.d
	32* (3)
	15* (2)
	n.d
	10* (0.3)
	n.d
	108

	FIII
	n.d
	n.d
	86* (0.1)
	n.d
	112** (3)
	102** (3)
	n.d
	11* (0.6)
	19** (1)
	330

	FIV
	n.d
	n.d
	51* (4)
	n.d
	66* (0.5)
	26* (0.2)
	n.d
	15* (2)
	14* (1)
	172


         Tabla B.IV.3: Ésteres identificados en los quesos azules por SPME-GC-FID y SPME-GC-MS; área de los picos y áreas totales.


Las áreas informadas corresponden a unidades arbitrarias x103

n.d. No detectado. Para compuestos con áreas menores a 5 x103

* Identificado por GC-FID utilizando estándares de referencia y/o datos de bibliografía


** Identificado por GC-FID y GC-MS

          Valores entre paréntesis corresponden a las SD de un duplicado de análisis

detectados en algunas muestras hayan sido enmascarados por los importantes picos de la 2-pentanona y 2-heptanona, respectivamente, dado que tienen tiempos de retención muy próximos.

A los efectos de una mejor visualización de algunos resultados cuantitativos que se presentan en la Tabla B.IV.3, en los Gráficos B.IV.7 a B.IV.9 se muestran los valores de áreas correspondientes al butanoato de etilo, hexanoato de etilo y butanoato de isoamilo en las distintas muestras de quesos azules.


Gráfico B.VI.7: Áreas promedio del butanoato de etilo en las distintas muestras de queso azul


Gráfico B.IV.8: Áreas promedio del hexanoato de etilo en las distintas muestras de queso azul


Gráfico B.IV.9: Áreas promedio del butanoato de isoamilo en las distintas muestras de queso azul

Importancia de los ésteres en los quesos madurados por hongos

Los ésteres juegan un rol clave en el aroma global de los quesos madurados por hongos. Los análisis por olfactometría de extractos de muestras de queso azul han señalado al butanoato de etilo (Moio et al., 2000; Qian et al., 2002; Frank et al., 2004), hexanoato de etilo (Moio et al., 2000; Qian et al., 2002; Frank et al., 2004) y butanoato de isoamilo (Frank et al., 2004) como compuestos claves en el aroma.

La mayoría de los ésteres presentes en los quesos aportan notas frutales (fruity) y florales (floral) pudiendo minimizar la pungencia (sharpness) que imparten los ácidos grasos (Sablé & Cottenceau, 1999). Los umbrales de percepción del flavor de muchos ésteres se encuentran a niveles de partes por billón, siendo mucho menores que los correspondientes a los alcoholes (Molimard & Spinnler, 1996).

Presencia de los ésteres en quesos azules de distintos orígenes

Moio et al. (2000) informaron a los ésteres como el tercer grupo de compuestos en importancia presentes en los extractos neutros de quesos Gorgonzola, alcanzando el 8% del área total de compuestos. Identificaron una amplia variedad de ésteres entre los que se destacaron los ésteres metílicos (butanoato, hexanoato, octanoato, nonanoato y dodecanoato), etílicos (butanoato, hexanoato, heptanoato, octanoato, decanoato, dodecanoato y benzoato), pentílicos (acetato) e isobutílicos (butanoato y hexanoato). Ghitti et al. (1999) informaron la presencia de butanoato de etilo, butanoato de amilo, hexanoato de etilo y decanoato de etilo en muestras de quesos Gorgonzola. 

Gallois & Langlois (1990) identificaron más de cincuenta ésteres en quesos azules franceses, los cuales constituyeron entre el 6% y el 15% del total de compuestos de aroma. En los extractos predominaron los ésteres etílicos y metílicos de ácidos grasos de C2 a C10, con altas concentraciones de decanoato de etilo, decanoato de isoamilo y decanoato de etilo. 

Por su parte, Lawlor et al. (2003) identificaron fundamentalmente ésteres metílicos (butanoato y hexanoato) y etílicos (acetato, butanoato y hexanoato) en quesos azules de distinta procedencia (Blue d(Auvergne, Blue Shropshire, Blue Stilton, Cashel blue, Danish blue, Huntsman). En general, las mayores áreas integradas correspondieron al butanoato de metilo, hexanoato de metilo, butanoato de etilo y hexanoato de etilo. En los quesos Danish blue y Huntsman el olor a frutas (fruity) se correlacionó en forma positiva con los niveles de butanoato de propilo, acetato de etilo y hexanoato de metilo mientras las notas dulces (sweet) se correlacionaron con los niveles de butanoato de etilo y hexanoato de metilo. 

En muestras de quesos Danish Blue se identificaron y cuantificaron una importante variedad de ésteres, principalmente de los alcoholes y ácidos más abundantes (ésteres metílicos y etílicos de ácidos de cadena par y ramificada desde C4 hasta C18) (Alewijn et al., 2003; Trihaas et al., 2005), siendo importantes desde un punto de vista cuantitativo el butanoato de etilo, hexanoato de etilo y butanoato de isoamilo (Trihaas et al., 2005).

En muestras de queso azul Kuflu, se identificaron veintiun ésteres, de los cuales el hexanoato de etilo, octanoato de etilo, acetato de isoamilo y butanoato de isoamilo se encontraron presentes en mayores concentraciones (Hayaloglu et al., 2008).

Existen pocos estudios respecto a la evolución de los ésteres durante la maduración. Particularmente en quesos Gamonedo se observaron importantes fluctuaciones en sus concentraciones en el curso de la misma (Gonzalez de Llano et al., 1990).

De acuerdo a la información analizada respecto a la presencia de los ésteres en quesos azules de distinta procedencia, puede observarse que los distintos ésteres identificados en el presente trabajo y aquellos que particularmente presentaron los mayores valores de áreas se han reportado en otros quesos azules como importantes contribuyentes al aroma de los mismos.

B.IV.1.1.1.4. Ácidos

Se identificaron en los distintos quesos azules analizados un total de diez ácidos (Tabla B.IV.4) incluyéndose el ácido etanoico que en las muestras donde se encontró presente coeluyó con la 8-nonen 2-ona no siendo posible su integración. 

Las áreas de este grupo de compuestos en las muestras de queso se encontraron en un rango entre 300 y 12000 (x103) unidades. Los quesos CIII y EIII presentaron los más altos valores de áreas de ácidos y las muestras AIII y AIV los más bajos valores.

Se encontraron principalmente ácidos grasos saturados de cadena lineal y número par de átomos de carbono (desde C4 a C12). Particularmente los ácidos grasos desde C4 a C10 se identificaron en todos los quesos. Desde un punto de vista cuantitativo los ácidos butanoico y hexanoico presentaron en casi todas las muestras los mayores valores de áreas.

Los ácidos grasos saturados de cadena lineal y número impar de átomos de carbono
	muestras
	Ác. 2-metil propanoico
	Ác. butanoico
	Ác. 3-metil butanoico
	Ác.

pentanoico
	Ác. hexanoico
	Ác. 

heptanoico
	Ác. octanoico
	Ác. decanoico
	Ác.

dodecanoico
	Totales

	AI
	n.d
	562** (36)
	37** (0.6)
	n.d
	259** (17)
	n.d
	54** (0.3)
	25** (0.9)
	8* (0.4)
	945

	AII
	n.d
	1533** (165)
	33** (5)
	n.d
	677**(85)
	n.d
	102** (13)
	18** (2)
	n.d
	2363

	AIII
	21* (0.3)
	84** (16)
	155** (17)
	n.d
	37** (10)
	n.d
	9** (2)
	5** (2)
	n.d
	311

	AIV
	n.d
	196* (53)
	73* (13)
	17* (0.6)
	123* (11)
	n.d
	30* (0.4)
	10* (0.3)
	30* (6)
	479

	BI
	37* (2)
	641** (15)
	63** (2)
	n.d
	342** (21)
	n.d
	71** (2)
	53** (2)
	9* (0.7)
	1216

	BII
	10* (0.1)
	4869** (151)
	156** (8)
	42** (3)
	4113** (97)
	20** (0.2)
	555** (12)
	124** (8)
	7** (0.1)
	9896

	BIII
	26* (4)
	900** (137)
	53** (8)
	n.d
	291** (35)
	8** (1)
	38** (5)
	9** (1)
	n.d
	1325

	CI
	43* (0.4)
	2155** (126)
	192** (3)
	19** (3)
	1872** (336)
	16** (3)
	314** (47)
	150** (22)
	16** (3)
	4777

	CII
	16* (0.2)
	4902** (89)
	101** (9)
	30** (3)
	3330** (387)
	11** (1)
	308** (30)
	48** (6)
	n.d
	8746

	CIII
	17* (0.9)
	5950** (328)
	194** (10)
	47** (4)
	4703** (43)
	23** (0.4)
	723** (14)
	192** (11)
	17** (0.1)
	11866

	CIV
	22* (6)
	900* (204)
	147* (31)
	n.d
	688* (50)
	n.d
	128* (7)
	44* (2)
	39* (9)
	1968

	DI
	71* (4)
	1579** (58)
	46** (0.7)
	n.d
	738** (26)
	n.d
	193** (9)
	89** (4)
	14* (0.9)
	2730

	DII
	79** (9)
	2724** (185)
	652** (42)
	18** (1)
	1998** (69)
	12** (0.5)
	307** (10)
	98** (11)
	n.d
	5888

	EII
	40* (4)
	4733** (121)
	175** (15)
	26** (1)
	1987** (102)
	8** (0.7)
	194** (16)
	55** (8)
	n.d
	7218

	EIII
	28* (2)
	6640** (518)
	92* (11)
	59* (5)
	4116** (314)
	27* (3)
	654** (54)
	123** (2)
	116**(12)
	11855

	EIV
	26* (2)
	1132* (10)
	22* (1)
	10* (0.9)
	841* (25)
	9* (1)
	169* (3)
	43* (9)
	42* (3)
	2294

	FIII
	19* (2)
	3108** (220)
	77** (7)
	22* (2)
	1417** (71)
	10* (0.9)
	223** (21)
	53** (5)
	54** (5)
	4983

	FIV
	85* (15)
	1236* (100)
	52* (8)
	n.d
	672* (46)
	n.d
	111* (8)
	34* (3)
	31* (4)
	2221



Tabla B.IV.4: Ácidos identificados en los quesos azules por SPME-GC-FID y SPME-GC-MS; área de los picos y áreas totales.



Las áreas informadas corresponden a unidades arbitrarias x103


n.d. No detectado. Para compuestos con áreas menores a 5 x103


* Identificado por GC-FID utilizando estándares de referencia y/o datos de bibliografía



** Identificado por GC-FID y GC-MS



Valores entre paréntesis corresponden a las SD de un duplicado de análisis

(pentanoico y heptanoico) constituyeron una fracción minoritaria y solo se detectaron en algunas muestras. Dentro de los ácidos de cadena ramificada se destacaron el 2-metilpropanoico (ác. isobutírico) y desde un punto de vista cuantitativo el 3-metilbutanoico (ác. isovalérico).

A los efectos de una mejor visualización de algunos de los resultados cuantitativos presentados en la Tabla B.IV.4, en los Gráficos B.IV.10 a B.IV.12 se muestran los valores de áreas de los ácidos butanoico, hexanoico y 3-metil butanoico en las distintas muestras de queso azul.


Gráfico B.IV.10: Áreas promedio del ácido butanoico en las distintas muestras de queso azul


Gráfico B.IV.11: Áreas promedio del ácido 3-metilbutanoico en las distintas muestras de queso azul

Gráfico B.IV.12: Áreas promedio del ácido hexanoico en las distintas muestras de queso azul
Importancia de los ácidos en los quesos madurados por hongos

Los umbrales de detección de los diferentes ácidos grasos varían en un rango muy amplio. Los ácidos grasos de larga cadena ((12 átomos de C) juegan un rol menos importantes en el flavor debido a sus altos umbrales de percepción, mientras los de corta y media cadena de número par de átomos de carbono, tienen umbrales de percepción mucho más bajos (menores a 5ppm), participando de manera directa en el aroma de los quesos (Molimard & Spinnler, 1996; Sablé & Cottenceau, 1999; Curioni & Bosset, 2002).

Dependiendo de las concentraciones en las cuales se encuentran presentes aportan notas características a los quesos o se asocian con defectos de rancidez. Los quesos azules presentan un flavor fuerte (strong), pungente (pungent), a rancio (rancid), entre otros atributos, debido a la presencia de altas concentraciones de ácidos de cadena par de átomos de carbono desde C4 a C12 (Sablé & Cottenceau, 1999). Anderson & Day (1966) en el desarrollo de un flavor sintético de queso azul, adicionaron a un sustrato una mezcla de ácidos etanoico, butanoico, hexanoico y octanoico, lo cual indica el rol clave de los mismos.

Utilizando la olfactometría se han identificado como compuestos claves en el aroma de los quesos azules a los ácidos butanoico (Qian et al., 2002; Frank et al., 2004), hexanoico (Moio et al., 2000; Qian et al., 2002; Frank et al., 2004) y 3-metilbutanoico (Qian et al., 2002; Frank et al., 2004). 

Los ácidos etanoico y propanoico aportan notas a vinagre (vinegary) y pungentes (pungent) (Molimard & Spinnler, 1996; Sablé & Cottenceau, 1999); el ácido butanoico aporta notas a rancio (rancid), a queso (cheesy), a sudor (sweaty) y pútrido (rotten) (Molimard & Spinnler, 1996; Sablé & Cottenceau, 1999; Frank et al., 2004); el ácido hexanoico presenta notas pungentes (pungent), a queso azul (blue cheese) (Sablé & Cottenceau, 1999) y el ácido octanoico aporta notas a queso (cheesy), a cabra (goaty) y a rancio (rancid) (Sablé & Cottenceau, 1999; Frank et al, 2004). Por su parte, de los ácidos de cadena ramificada, el ácido 2-metilpropanoico aporta notas dulces (sweet), a manzana (apple-like), a rancio (rancid) y a manteca (butter) (Sablé & Cottenceau, 1999) mientras el ácido 3-metilbutanoico se asocia con notas a frutas pútridas (rotten fruit) y a sudor (sweaty) (Molimard & Spinnler, 1996; Sablé & Cottenceau, 1999).

El pH del queso afecta las concentraciones de las moléculas de los ácidos grasos volátiles ya que sólo las formas protonadas son componentes activos de olor (Sablé & Cottenceau, 1999). De allí que a pesar de la importante lipólisis en quesos azules, el impacto de los ácidos grasos libres en el flavor es menor que en las variedades de quesos duros italianos, debido probablemente a la neutralización del pH en el curso de la maduración y a la influencia de las metilcetonas en el flavor de estos quesos (McSweeney & Sousa, 2000).

Presencia de ácidos en quesos azules de distintos orígenes

Moio et al. (2000) señalaron a los ácidos butanoico, hexanoico, octanoico y decanoico, como los principales componentes presentes en extractos ácidos de quesos Gorgonzola, representando el 80% del área total de los ácidos presentes. Por su parte, Ghitti et al. (1999) reportaron en quesos Gorgonzola a los ácidos etanoico, butanoico y hexanoico como mayoritarios, representado el 70% del total de los ácidos volátiles.  

Lawlor et al. (2003) identificaron en muestras de quesos azules de distinta procedencia (Bleu d(Auvergne, Blue Shropshire, Blue Stilton, Cashel blue, Danish blue, Huntsman) a los ácidos etanoico, propanoico, butanoico y hexanoico. Los niveles de los dos últimos se correlacionaron con el flavour a hongos (mouldy).

De los ácidos identificados por Trihaas et al. (2005) en muestras de quesos Danish blue, el ácido 3-metilbutanoico resultó cuantitativamente importante. 

En quesos azules Kuflu se identificaron once ácidos grasos, siendo importantes desde un punto de vista cuantitativo los ácidos etanoico, butanoico y hexanoico (Hayaloglu et al., 2008). En el queso azul Niva se informaron distintos ácidos grasos que incluyeron principalmente ácidos grasos de cadena lineal (etanoico, propanoico, butanoico, hexanoico, etc.) y ramificados (2-metilpropanoico y 3-metilbutanoico). En el curso de la maduración el ácido acético mostró un importante incremento a los 60 días, mientras los restantes ácidos no sufrieron modificaciones significativas en los niveles (Vítová et al., 2006).

En quesos azules Gamonedo se identificaron ácidos grasos lineales de número par de átomos de carbono, desde C4 a C14, considerándose compuestos de importancia de la fracción volátil (Gonzalez de Llano et al., 1990).

De acuerdo a esta información disponible en quesos azules de distintos orígenes, respecto al perfil de ácidos y a la importancia en el flavor de los mismos, se observa que en los quesos azules analizados en el presente trabajo se identificaron los principales ácidos grasos que juegan un rol clave en el aroma de estos quesos, habiendo presentado mayores valores de áreas aquellos que se han señalado como mayoritarios.

B.IV.1.1.1.5. Compuestos pertenecientes a otros grupos químicos
Dentro de este grupo se incluyeron compuestos pertenecientes a la clase de los aldehídos (etanal o acetaldehído, 3-metilbutanal), hidrocarburos lineales (1,3-pentadieno), lactonas ((-hexalactona o (-caprolactona) y compuestos fenólicos (p-cresol o p-metilfenol) (Tabla B.IV.5).

En general estos compuestos presentaron bajos valores de áreas en los quesos en que fueron identificados, sin embargo el 1,3-pentadieno, detectado en la mayoría de las muestras, presentó en varias de ellas altos valores de áreas. 

	muestras
	1,3-pentadieno
	Acetaldehído
	3-metilbutanal
	(-hexalactona
	p-cresol
	Totales

	AI
	2073* (78)
	n.d
	n.d
	n.d
	n.d
	2073

	AII
	3101** (437)
	19* (0.2)
	195* (2)
	n.d
	n.d
	3315

	AIII
	n.d
	11**(0.3)
	1068** (117)
	n.d
	n.d
	1079

	AIV
	377* (9)
	n.d
	269* (6)
	13* (1)
	n.d
	659

	BI
	n.d
	8** (0.3)
	64* (1.5)
	n.d
	20* (0.1)
	92

	BII
	20* (0.1)
	7* (0.1)
	5* (0.1)
	22** (0.8)
	12** (0.2)
	66

	BIII
	n.d
	36** (0.1)
	31* (2)
	n.d
	n.d
	67

	CI
	n.d
	n.d
	56* (1)
	17** (0.6)
	n.d
	73

	CII
	1442** (66)
	35** (3)
	23* (1)
	14** (0.5)
	7** (0.6)
	1521

	CIII
	54* (2)
	6* (0.8)
	24* (1.3)
	n.d
	n.d
	84

	CIV
	4311* (34)
	n.d
	252* (21)
	n.d
	n.d
	4563

	DI
	1280* (36)
	n.d
	49* (1.5)
	n.d
	n.d
	1329

	DII
	2882* (44)
	n.d
	n.d
	20** (0.7)
	13** (0.1)
	2915

	EII
	7072** (273)
	n.d
	23* (1)
	n.d
	n.d
	7095

	EIII
	5508** (252)
	n.d
	17* (1)
	n.d
	n.d
	5525

	EIV
	6935* (53)
	n.d
	328* (18)
	n.d
	n.d
	7263

	FIII
	935** (49)
	n.d
	11* (0.5)
	n.d
	n.d
	946

	FIV
	8938* (169)
	n.d
	54* (3)
	n.d
	n.d
	8992


Tabla B.IV.5: Compuestos pertenecientes a otros grupos químicos identificados en los quesos azules por SPME-GC-FID y SPME-GC-MS; área de los picos y áreas totales

Las áreas informadas corresponden a unidades arbitrarias x103
n.d. No detectado. Para compuestos con áreas menores a 5 x103
* Identificado por GC-FID utilizando estándares de referencia y/o datos de bibliografía

** Identificado por GC-FID y GC-MS

Valores entre paréntesis corresponden a las SD de un duplicado de análisis

Importancia de los compuestos pertenecientes a otros grupos químicos en quesos azules

El rol de los aldehídos en el flavor de los quesos azules aún no ha sido dilucidado (Gallois & Langlois, 1990). Se ha indicado alguna contribución del 3-metilbutanal y del feniletanal al aroma de estos quesos (Sablé & Cottenceau, 1999; Qian et al., 2002). El 3-metilbutanal tiene notas aromáticas a vegetales verdes (green) y a malta (malty) (Sablé & Cottenceau, 1999). El acetaldehído se asocia con notas a éter (ethereal), pungentes (pungent) y a vegetales verdes (green) (Sablé & Cottenceau, 1999).
Frank et al. (2004) señalaron la incidencia negativa del p-cresol en el perfil de aroma de los quesos azules ya que dicho compuesto se asocia con notas a medicamento (medicinal) (Sablé & Cottenceau, 1999; Frank et al., 2004). 
El 1-3-pentadieno es un compuesto volátil con un desagradable olor a hidrocarburos y plásticos (hydrocarbon-like; kerosene-like; petroleum-like; plastic paint) (Urbach, 1997; Casas et al., 2004; Pinches & Apps, 2007).

La (-octalactona y (-decalactona se señalaron como compuestos activos de olor en quesos azules (Frank et al., 2004). La (-hexalactona aporta notas a coco (coconut) y dulces (sweet) (Frank et al., 2004). La importancia de las lactonas al igual que los ésteres reside en el hecho que tienen olores frutales (fruity) y bajos umbrales de percepción (Larráyoz et al., 2001). En los quesos azules se ha encontrado que los niveles de lactonas se encuentran relacionados con el uso de leche tratada térmicamente ya que los quesos azules hechos con leche pasteurizada han mostrado un incremento en sus contenidos de lactonas (Gallois & Langlois, 1990; Sablé & Cottenceau, 1999). 

Presencia de compuestos pertenecientes a otros grupos químicos en quesos azules de distintos orígenes

Otros grupos de compuestos tales como aldehídos, compuestos de azufre, compuestos nitrogenados, compuestos fenólicos e hidrocarburos se han identificado en quesos azules de distinta procedencia.

Aldehídos: Contarini & Toppino (1995) cuantificaron acetaldehído, 2-metilpropanal, butanal y 3-metilbutanal en muestras de Gorgonzola, observando disminuciones en sus concentraciones entre los 30 días y 60 días de maduración. El 3-metilbutanal resultó mayoritario en quesos de 30 días de maduración. Moio et al. (2000) informaron entre un 4% y un 8% de aldehídos del total de volátiles neutros en quesos Gorgonzola, dentro de los cuales se identificaron el 2-metilbutanal y 3-metilbutanal. La presencia de estos aldehídos ramificados también se destacó en el perfil de aroma de quesos Stilton con mayores concentraciones en las zonas blancas del queso (Gkatzionis et al., 2009). En muestras de quesos Danish Blue, Trihaas et al. (2005) identificaron distintos aldehídos pero algunos de ellos desaparecieron en el curso de la maduración. Sólo el 3-metilbutanal, el benzaldehído y el feniletanal se detectaron a los 90 días de maduración. En quesos azules Kuflu, los aldehídos estuvieron presentes en muy bajas cantidades y en todas las muestras analizadas el 3-metilbutanal fue mayoritario (Hayaloglu et al., 2008). Particularmente el acetaldehído fue identificado en muestras de quesos Gorgonzola (Ghitti et al., 1999), Kuflu (Vítová et al., 2006) y azules (Sablé & Cottenceau, 1999).

Hidrocarburos y compuestos fenólicos: Una amplia gama de estos compuestos se han informado en quesos azules, incluyéndose hidrocarburos lineales, alquilbencenos (tolueno, xilenos, estireno, et.), fenoles y compuestos derivados (metilfenoles, anisoles, etc.) (Gallois & Langlois, 1990; Moio et al., 2000). Particularmente el p-cresol se detectó en muestras de quesos Kuflu (Hayaloglu et al., 2008) y Danish blue (Trihaas et al., 2005). Por su parte, el 1,3-pentadieno no se encontró reportado en los trabajos consultados de quesos azules pero sí se ha informado su presencia en quesos Camembert (Pèréz et al., 2001) y en distintos quesos de oveja tales como Manchego, Pecorino Sardo y Terrincho (Larráyoz et al., 2001; Pinho et al., 2003; Barron et al., 2005; Coda et al., 2006). Se considera que la mayoría de los compuestos pertenecientes a este grupo no contribuyen al perfil de aroma de los quesos azules.

Compuestos de Azufre: El metanotiol, metional, dimetiltrisulfuro (DMTS) se han señalado como compuestos claves en quesos azules (Qian et al., 2002; Frank et al., 2004), aportando notas a repollo fermentado (fermented cabbage), papas asadas (roast potato) y a ajos (garlic), respectivamente.

Compuestos de Nitrógeno: Algunas pirazinas (1,4-diazinas) tales como 2,5-dimetilpirazina, 2,6-dimetilpirazina y 2-etil 5-metilpirazina se han señalado como compuestos de importancia en quesos azules (Frank et al., 2004). Estas pirazinas se asocian con notas a nueces tostadas (roast nutty).

Lactonas: Distintas lactonas se han encontrado en quesos azules (Gallois & Langlois, 1990; Sablé & Cottenceau, 1999; Alewijn et al., 2003). Particularmente la (-hexalactona se ha informado en quesos azules artesanales (Gonzalez de Llano et al., 1990), Kuflu (Hayaloglu et al., 2008) y Roquefort (Gallois & Langlois, 1990).

De la amplia gama de compuestos pertenecientes a otras familias químicas que se han informado en quesos azules de distinta procedencia, unos pocos se identificaron en las muestras de quesos analizadas en el presente trabajo. Esto estaría asociado principalmente a las muy bajas concentraciones en las que se encuentran presentes muchos de estos compuestos y/o a la baja selectividad de la fibra por los mismos. 

B.IV.1.1.2. COMPOSICIÓN FISICOQUÍMICA 

B.IV.1.1.2.1. Estudio de los distintos parámetros de composición fisicoquímica en las muestras analizadas

En la Tabla B.IV.6 se detallan los valores individuales de los distintos parámetros de composición físicoquímica correspondientes a las 18 muestras de quesos azules, como así también los valores medios y las desviaciones estándar (SD). 

A partir de estos resultados se realizó una comparación de los valores promedios obtenidos en el presente estudio con los informados en otros quesos azules.

Es importante aclarar que los distintos parámetros de composición fisicoquímica varían durante el curso de la maduración y en muchos casos los datos que se obtienen de bibliografía no especifican el tiempo de maduración de los quesos. Los quesos azules argentinos se comercializan habitualmente con tiempos de maduración entre 45 y 60 días pero en el caso de quesos azules de otros orígenes los tiempos de maduración pueden llegar a ser más extensos. 

	muestras
	pH
	Humedada
	E. Secoa
	Grasaa
	Grasa

(b.s)b
	NaCla
	NaCl

(s/h)c
	Ntotal a

	NTotal

(b.s)b
	Proteína

(b.s)b

	AI
	6.3
	41.1
	58.9
	29.9
	50.7
	2.4
	5.7
	3.5
	6.0
	38.3

	AII
	6.1
	42.7
	57.3
	29.6
	51.6
	3.1
	7.4
	3.4
	6.0
	38.4

	AIII
	6.3
	42.5
	57.5
	28.9
	50.3
	3.2
	7.5
	3.3
	5.8
	37.1

	AIV
	6.4
	40.3
	59.7
	30.0
	50.3
	3.9
	9.7
	3.2
	5.4
	34.5

	BI
	5.8
	44.7
	55.3
	30.1
	54.4
	2.6
	5.7
	2.9
	5.3
	33.8

	BII
	5.6
	40.5
	59.6
	35.2
	59.1
	2.5
	6.2
	2.8
	4.8
	30.4

	BIII
	5.2
	48.4
	51.6
	26.1
	50.6
	3.1
	6.4
	3.0
	5.8
	37.0

	CI
	6.0
	39.7
	60.4
	37.1
	61.5
	2.8
	7.2
	3.1
	5.1
	32.6

	CII
	5.8
	37.6
	62.4
	37.1
	59.5
	1.8
	4.8
	3.5
	5.7
	36.2

	CIII
	5.5
	45.7
	54.3
	34.2
	63.0
	2.1
	4.6
	2.8
	5.1
	32.6

	CIV
	6.1
	43.9
	56.1
	29.8
	53.1
	2.1
	4.8
	2.8
	5.0
	32.3

	DI
	5.1
	44.1
	55.9
	28.1
	50.3
	3.2
	7.3
	3.1
	5.6
	35.5

	DII
	5.3
	42.5
	57.5
	30.5
	53.1
	2.0
	4.8
	3.2
	5.5
	35.1

	EII
	5.2
	39.6
	60.4
	32.2
	53.3
	1.9
	4.9
	3.4
	5.7
	36.4

	EIII
	5.4
	37.5
	62.5
	34.0
	54.4
	2.8
	7.4
	3.6
	5.7
	36.3

	EIV
	5.9
	42.0
	58.1
	32.7
	56.3
	2.8
	6.7
	3.2
	5.5
	35.1

	FIII
	5.5
	39.8
	60.3
	33.4
	55.4
	2.8
	7.1
	3.4
	5.6
	36.0

	FIV
	5.7
	42.2
	57.8
	32.3
	55.9
	2.5
	5.9
	3.3
	5.7
	36.2

	Promedio
	5.7
	41.9
	58.1
	31.7
	54.6
	2.7
	6.3
	3.2
	5.5
	35.2

	SD
	0.4
	2.8
	2.80
	3.0
	4.0
	0.5
	1.3
	0.3
	0.3
	2.2


Tabla B.IV.6: Composición fisicoquímica de las muestras de queso azul

  a: Valores expresados como g por 100g de muestra

  b: Valores expresados como g por 100g de materia seca.

  c: Valores de NaCl expresados como g de NaCl por 100g de humedad.

· pH

Los quesos azules analizados presentaron un rango de valores de pH entre 5.1 y 6.4 (Tabla B.IV.6). El valor medio (5.7(0.4) fue similar al reportado en queso azul Cabrales (5.7(0.3) (Fernández-Salguero, 2004) y superior a los encontrados en quesos Danish Blue (5.3) (Lawlor et al., 2003; Fernández-Salguero, 2004) y Huntsman (5.3) (Lawlor et al., 2003). Sin embargo, valores netamente superiores se han reportado en la mayoría de los quesos azules europeos tales como el Kuflu (6.3(0.3) (Hayaloglu et al., 2008); Picón Bejes-Tresviso (5.8(0.1) (Prieto et al., 2000), Bleu Bresse (6.9(0.2) (Fernández-Salguero, 2004), Roquefort (6.2(0.5) (Fernández-Salguero, 2004), Bleu d'Auvergne (6.3) (Lawlor et al., 2003), Blue Shropshire (6.8) (Lawlor et al., 2003), Cashel Blue (5.9) (Lawlor et al., 2003), Gorgonzola (valores entre 6.1 y 6.5) (Gobbetti et al., 1997; Ghitti et al., 1999; Fernández-Salguero, 2004) y Stilton (valores entre 6.0 y 6.6) (Madkor et al., 1987; Fernández-Salguero, 2004; Lawlor et al., 2003). 

El valor de pH de los quesos azules cambia durante la maduración. El estudio de la evolución del pH en estos quesos indica que este parámetro se incrementa en modo importante en el curso de la misma (Ghitti et al., 1999; Prieto et al., 2000; Hayaloglu et al., 2008). Este hecho se encuentra probablemente relacionado con el consumo de ácido láctico por los hongos y levaduras y al proceso de proteólisis que tiene lugar durante la maduración. La liberación de compuestos alcalinos tales como el amoníaco contribuye a que el pH se incremente (Gobbetti et al., 1997; Prieto et al., 2000). 

· Humedad

Los valores de humedad de los quesos azules se encontraron comprendidos en un rango entre 37.5% y 48.4%, con un valor promedio de 41.9(2.8% (Tabla B.IV.6). Los valores individuales estuvieron dentro lo establecido en el art. 605 del CAA para quesos de esta variedad, es decir de mediana y alta humedad (36.0% y 45.9% en quesos de mediana humedad y 46.0% y 54.9% en quesos de alta humedad). 

El valor promedio estuvo próximo a los informados en quesos azules Stilton (Lawlor et al., 2003; Fernández-Salguero, 2004), Roquefort (Fernández-Salguero, 2004) y Danish Blue (Lawlor et al., 2003), que fueron de 39.8%, 42.0(1.6%, 42.7(2.4% y 41.6% respectivamente. Sin embargo resultó inferior al reportado en quesos Kuflu (50.0 (0.5%) (Hayaloglu et al., 2008), Bleu d'Auvergne (47.3%) (Lawlor et al., 2003), Bleu Bresse (49.5(0.6%) (Fernández-Salguero, 2004), Cashel Blue (45.7) (Lawlor et al., 2003), Danish Blue (46.0(0.5) (Fernández Salguero, 2004), Gorgonzola (valores entre 46 y 50%) (Gobbetti et al., 1997; Cattaneo et al., 1997; Ghitti et al., 1999; Fernández-Salguero, 2004) y superior a los encontrados en quesos Blue Shropshire (38.3%) (Lawlor et al., 2003), Cabrales (36.4(4.1%) (Fernández-Salguero, 2004), Huntsman (39.2%) (Lawlor et al., 2003) y Picón Bejes-Tresviso (34.6(1.6%) (Prieto et al., 2000).

· Contenido de sal 

El contenido promedio de NaCl (expresado como % de sal en la humedad del queso) fue de 6.3(1.3%. Los valores individuales de las muestras se encontraron en un amplio rango (entre 4.6% y 9.7%) (Tabla B.IV.6).

En otros quesos azules también se han encontrado importantes diferencias en el contenido de sal, variabilidad que estaría asociada a la manera en que se realiza la etapa de salado y a la duración de la misma. Se han reportado valores de NaCl (expresado como % de sal en la humedad del queso) de 7.5 (0.3% en quesos Kuflu (Hayaloglu et al., 2008), 8.8% en quesos Bleu d´Auvergne (Lawlor et al., 2003), 4.7% en Blue Shropshire (Lawlor et al., 2003), 5.3% en Cashel Blue (Lawlor et al., 2003), 7.1% en Danish Blue (Lawlor et al., 2003), 5.7% en Huntsman (Lawlor et al., 2003), 5.3% en el queso Picón Bejes-Tresviso (Prieto et al., 2000), 4.5% en Bleu Bresse (Fernández-Salguero, 2004), 8.9% en Cabrales (Fernández-Salguero, 2004), 8.2% en Danablu (Fernández-Salguero, 2004), 8.7% en Roquefort (Fernández-Salguero, 2004) 5.0% en Stilton (Fernández-Salguero, 2004) y entre 2.6% y 4.6% en quesos Gorgonzola (Gobbetti et al., 1997; Ghitti et al., 1999; Fernández-Salguero, 2004). 

El contenido de NaCl en la humedad del queso es un parámetro muy importante ya que provee una indicación acerca de la “salinidad de la fase acuosa” en la cual se encuentran las enzimas presentes en el queso, siendo por lo tanto, un factor importante ya que influencia la actividad enzimática, especialmente la proteolítica (Malacarne et al., 2006). Por ejemplo, en quesos azules Kuflu, los bajos niveles de NS-pH 4.6 y NS-TCA encontrados respecto a otros quesos azules se atribuyó al alto contenido de sal en la humedad (Hayaloglu et al., 2008). 

· Materia Grasa 

El contenido de materia grasa (expresado en base seca) en los quesos azules analizados presentó un valor medio de 54.6(4.0%. Los valores individuales de las muestras se encontraron en un amplio rango (50.3% a 59.5%) (Tabla B.IV.6) y dentro de lo establecido por el CAA en su art. 605 para quesos grasos (45.0% a 59.9%).

El valor medio de grasa no presentó grandes diferencias respecto a los reportados en quesos azules de otros orígenes. Lawlor et al. (2003), informaron valores de grasa (expresado en base seca) de 50.5% en Bleu d´Auvergne, 57.1% en Blue Shropshire, 56.7% en Blue Stilton, 54.8% en Cashel Blue, 51.8% en Danish Blue y 53.3% en Huntsman. Fernández-Salguero (2004) reportó valores promedios de 55.4% en Bleu Bresse, 51.4% en Cabrales, 52.4% en Danablu, 56.0% en Roquefort y 54.3% en quesos azules Stilton. En el queso Picón Bejes-Tresviso el valor de grasa informado fue de 58.9(5.4% (Prieto et al., 2000). Por su parte, en quesos Gorgonzola se reportaron valores en un rango entre el 53 y 57% (Gobbetti et al., 1997; Cattaneo et al., 1997; Ghitti et al., 1999; Fernández-Salguero, 2004).

El contenido graso es uno de los parámetros de mayor variabilidad en los quesos elaborados en distintas épocas del año. De acuerdo a Prieto et al. (2000) las diferencias en materia grasa y proteínas en los distintos quesos azules son probablemente debidas a diferencias en la relación grasa/caseína de la leche utilizada en la elaboración. 

· Proteínas

El valor promedio de proteínas en los quesos analizados fue de 35.2(2.2% (expresado en base seca) y de 20.5(1.6% (expresado por 100g de queso). Los valores de las muestras individuales se encontraron en un rango entre 30.4% y 38.4% (Tabla B.IV.6).

Estos valores resultaron intermedios y en algunos casos próximos a los reportados otros quesos azules. Lawlor et al. (2003) informaron valores (expresados por 100g de queso) de 20.4% en Bleu d´Auvergne, 24.4% en Blue Shropshire, 22.7% en Blue Stilton, 19.7% en Cashel Blue, 21.8% en Danish Blue y 22.6% en Huntsman. Fernández-Salguero (2004) reportó valores promedios (expresados por 100g de queso) de 19.7(0.2% en Bleu Bresse, 26.6(1.8% en Cabrales, 20.2(0.4% en Danablu, 19.6(2.4% en Roquefort y 22.0(1.2% en Stilton. En el queso azul Picón Bejes-Tresviso el contenido de proteínas (expresado en base seca) fue de 37.8(2.7% (Prieto et al., 2000). Por su parte, en quesos Gorgonzola se informaron valores en el rango de 36.7 a 38.0% (expresados en base seca) (Gobbetti et al., 1997; Cattaneo et al., 1997).

B.IV.1.1.2.2. Estudio de los distintos parámetros de composición fisicoquímica dentro de una misma marca y entre marcas diferentes 

Dado que la composición fisicoquímica de los quesos está en gran medida asociada con la tecnología de elaboración, con las condiciones de maduración y con el tipo y calidad de los insumos utilizados por cada industria láctea, resultó de interés considerar la variabilidad existente entre los valores de los distintos parámetros fisicoquímicos dentro de una misma marca comercial y entre las distintas marcas comerciales. 

Los valores promedio y de desviación estándar (SD) de los parámetros de composición físicoquímica (pH, humedad, grasa, NaCl y proteína) considerando las distintas marcas de queso azul se presentan en los Gráficos B.IV.13 a B.IV.17.


Gráfico B.IV.13: Valores promedio de pH y SD de las distintas marcas de queso azul


Gráfico B.IV.14: Valores promedio de humedad y SD de las distintas marcas de queso azul


Gráfico B.IV.15: Valores promedio de grasa (b.s) y SD de las distintas marcas de queso azul


Gráfico B.IV.16: Valores promedio de NaCl (s/h) y SD de las distintas marcas de queso azul 


Gráfico B.IV.17: Valores promedio de proteínas (b.s) y SD de las distintas marcas de queso azul

En el caso del pH (Gráfico B.IV.13), la aplicación de ANOVA a los valores medios de las distintas marcas detectó diferencias estadísticamente significativas (P(0.05) entre las mismas. El test de mínimas diferencias (LSD) indicó que el pH de la marca A fue diferente a las restantes marcas y por otra parte, las marcas C y D también presentaron diferencias en sus valores medios.

En el caso de la humedad (Gráfico B.IV.14), materia grasa (Gráfico B.IV.15), NaCl (Gráfico BIV.16) y proteínas (Gráfico B.IV.17), la aplicación del test no reveló diferencias estadísticamente significativas entre las marcas para P(0.05 y tampoco para P(0.10. 

La variabilidad de los valores de composición fisicoquímica entre las distintas muestras de una misma marca comercial se evaluó a partir de la magnitud de la desviación estándar (SD). En las marcas A y D las variaciones más importantes entre las muestras individuales se encontraron en los valores de NaCl (s/h). Las muestras correspondientes a la marca B presentaron mayores diferencias en los valores de humedad y de proteína. Por otra parte, mientras las muestras de la marca F presentaron ligeras variaciones en los contenidos de humedad y NaCl (s/h), en las muestras de la marca C y E las diferencias en estos parámetros fueron muy importantes.

B.IV.1.1.3. PROTEÓLISIS

La extensión de la proteólisis en los quesos se determina evaluando los valores de las distintas fracciones nitrogenadas, las cuales indican distintos niveles de degradación de las caseínas. 

Los quesos azules sufren una intensa proteólisis causada primariamente por el sistema proteolítico de la microflora secundaria (Lawlor et al., 2003). Los niveles de NS-pH4.6 y NS-TCA en quesos madurados por hongos son más altos que aquellos madurados por bacterias (Hayaloglu et al., 2008). 

Las proteinasas de Penicillium junto con el coagulante hacen una contribución fundamental a la formación de los péptidos solubles, los cuales son rápidamente hidrolizados por las bacterias y especialmente por las peptidasas de los hongos (Gobbetti et al., 1997). Entre los factores que afectan el grado de proteólisis se incluyen a la cepa del hongo y al tiempo de maduración (Lawlor et al., 2003). La actividad proteolítica de las cepas y por tanto, el grado de proteólisis es importante para el desarrollo de características organolépticas adecuadas tales como la textura y el flavor (Larsen et al., 1998). 

Un estudio realizado sobre las actividades proteolíticas de treinta cepas de P.roqueforti, permitió distinguir cepas altamente proteolíticas, de actividad proteolítica media y de actividad proteolítica baja (Larsen et al., 1998). Las diferencias observadas se traducen en las características de los quesos producidos con las mismas. Se sabe que las cepas con bajas actividades proteolíticas se relacionan con quesos menos madurados, con un flavor más suave y un tiempo de vida útil más largo, mientras las cepas con una fuerte actividad proteolítica se asocian con quesos que alcanzan un flavor fuerte y tienen una maduración rápida (Larsen et al., 1998).

B.IV.1.1.3.1. Estudio de las distintas fracciones nitrogenadas en las muestras analizadas

Los valores individuales de las distintas fracciones nitrogenadas (NS-pH 4.6/NT (%), NS-TCA/NT (%) y NS-PTA/NT (%)) correspondientes a las dieciocho muestras de quesos azules, los valores promedios y sus SD se presentan en la Tabla B.IV.7.

	muestras
	NS-pH4.6/NTa
	NS-TCA/NTa
	NS-PTA/NTa

	AI
	39.8
	29.9
	7.3

	AII
	43.3
	34.6
	12.5

	AIII
	35.3
	28.1
	8.1

	AIV
	33.1
	29.4
	8.7

	BI
	41.6
	38.6
	14.3

	BII
	57.0
	52.5
	31.0

	BIII
	29.8
	27.8
	11.4

	CI
	51.0
	46.7
	24.3

	CII
	40.4
	34.7
	13.00

	CIII
	41.2
	37.5
	14.1

	CIV
	42.4
	37.5
	13.8

	DI
	24.4
	20.9
	8.4

	DII
	49.2
	56.1
	19.9

	EII
	36.8
	31.6
	13.6

	EIII
	40.7
	36.2
	14.9

	EIV
	35.6
	30.0
	9.7

	FIII
	33.5
	29.1
	12.3

	FIV
	33.8
	29.3
	12.5

	Promedio
	39.4
	35.0
	13.9

	SD
	7.8
	9.0
	6.0


Tabla B.IV.7. Fracciones nitrogenadas de las muestras de queso azul

              aValores expresados como g por 100g de Ntotal

· N soluble a pH 4.6 (NS-pH 4.6)

El N soluble a pH 4.6 respecto al contenido de N total se conoce como grado de maduración y se utiliza como indicador de la maduración en quesos. En esta fracción se cuantifican fundamentalmente proteínas de suero, péptidos de distintos tamaños y aminoácidos (Gobbetti et al., 1997; Prieto et al., 2000). 

El valor promedio de esta fracción fue de 39.4(7.8%, presentando un rango de valores individuales entre 24.4% y 57.0% (Tabla B.IV.7). Este valor resultó inferior al informado en muchos quesos azules europeos. Lawlor et al. (2003) reportaron valores de 50.5% en Bleu d´Auvergne, 50.1% en Blue Shropshire, 48.1% en Blue Stilton, 40.2% en Cashel Blue, 48.7% en Danish Blue y 38.7% en Huntsman. En Bleu Bresse, Cabrales, Gorgonzola, Roquefort, Stilton, Danablu (Fernández-Salguero, 2004) y en el queso azul Picón Bejes-Tresviso (Prieto et al., 2000) se informaron valores superiores al 55%. Sólo en los casos de los quesos Kuflu (21.8 (0.8%) (Hayaloglu et al., 2008) y Gorgonzola (35.2(0.2%) (Gobbetti et al., 1997) se encuentran informados valores de grado de maduración inferiores a los quesos azules argentinos. 

En el curso de la maduración de los quesos azules se han observado importantes incrementos en los valores de NS-pH 4.6 (Gobbetti et al., 1997; Prieto et al., 2000). 

· N soluble en TCA o N no proteico(NS-TCA o NPN)

La fracción de NS-TCA está constituida por péptidos medios y pequeños, aminoácidos libres y compuestos nitrogenados menores (Grappin & Beuvier, 1997; Ardö, 1999).

El valor promedio de NS-TCA/NT*100 en los quesos azules analizados fue de 35.0(9.0%, con un rango de valores individuales entre 20.9% y 56.1% (Tabla B.IV.7). Este valor resulta bajo si se compara con los que se encuentran publicados para algunos quesos azules europeos: 56.3(8.9% (Prieto et al., 2000) en el queso azul Picón Bejes-Tresviso; 49.8(3.4% en Bleu Bresse; 38.8(7.0% en Cabrales; 52.5(8.9% en Danablu, 51.3(7.0 en Roquefort y 41.6(6.7% en Stilton (Fernández-Salguero, 2004). Particularmente en quesos Gorgonzola se han reportado valores de NS-TCA/NT*100 muy variables: 32.1(0.3% (Gobbetti et al., 1997) y 50.0(8.9% (Fernández-Salguero, 2004).

· Nsoluble en PTA (NS-PTA)

La proporción de NS-PTA es una fracción de importancia ya que es un indicador muy aproximado del contenido de aminoácidos libres, precursores de compuestos de aroma y sabor en los quesos (Malacarne et al., 2006). 

El valor medio encontrado en las muestras de quesos azules fue de 13.9 (6.0%, con un rango de valores individuales entre 7.3% y 31.0% (Tabla B.IV.7), el que resultó superior al informado por Madkor et al. (1987) en queso azul Stilton (4.8%).

B.IV.1.1.3.2. Estudio de las distintas fracciones nitrogenadas dentro de una misma marca y entre marcas diferentes

Los valores promedio y de desviación estándar (SD) de las fracciones nitrogenadas considerando las distintas marcas de quesos se presentan en los Gráficos B.IV.18 a B.IV.20. 

La aplicación de ANOVA a los valores medios no reveló diferencias estadísticamente significativas entre las marcas para las tres fracciones nitrogenadas con P(0.05 y tampoco con P(0.10. La observación de los valores de SD indicó una importante variabilidad en los valores individuales de las muestras para las marcas B, C y D. Esta variabilidad sería la que enmascara las diferencias que podrían darse entre las distintas marcas. 


Gráfico B.IV.18: Valores promedio de NS-pH 4.6/NT (%) y SD de las distintas marcas de queso azul


Gráfico B.IV.19: Valores promedio de NS-TCA/NT (%) y SD de las distintas marcas de queso azul


Gráfico B.IV.20: Valores promedio de NS-PTA/NT (%) y SD de las distintas marcas de queso azul

B.IV.1.1.4. LIPÓLISIS

La cantidad de AGL producidos durante la maduración se considera una medida global de la lipólisis y resulta bastante variable dependiendo del tipo de queso, tiempo de maduración y tecnología de elaboración (Svensson et al., 2006). Los AGL pueden proveer información sobre la edad de los quesos y en el caso de los quesos azules degradarse a compuestos tales como las metilcetonas (Gobbetti et al., 1997). 

Los quesos azules presentan altos valores de lipolisis. La hidrólisis de la materia grasa puede alcanzar del 10% al 20%, lo que corresponde a valores superiores a los 300mmol/Kg de queso (Gripon, 1993; Svensson et al., 2006).

El Penicillium roqueforti excreta dos lipasas, una lipasa alcalina activa a pH 7.5-8.0 y una lipasa ácida activa a valores de pH entre 6.0 y 6.5 (Gripon, 1993). Ambas lipasas presentan diferente especificidad. La lipasa alcalina presenta una especifidad mayor sobre la grasa de leche respecto a la lipasa ácida y es más activa sobre la tributirina (Gripon, 1993; Ghitti et al., 1996). 

Diferentes estudios en distintas cepas de Penicillium roqueforti señalan importantes diferencias en la actividad lipolítica y en la actividad metabólica oxidativa sobre algunos ácidos grasos (Ghitti et al., 1996). 

B.IV.1.1.4.1. Estudio del perfil de AGL en las muestras analizadas

En el presente estudio se observó una amplia variabilidad en las concentraciones individuales de los distintos AGL y en los valores globales de lipólisis (suma de los AGL individuales o AGLT) en las distintas muestras de quesos azules (Tabla B.IV.8).

El valor promedio de lipólisis (AGLT) fue de 20891±14644 mg/Kg de queso. El queso BIII presentó el menor valor de lipólisis (6068 mg/Kg de queso) y el queso CI el mayor valor (49169 mg/Kg de queso). 

Bernal et al. (1998) en un estudio sobre el perfil de AGL de quesos azules comerciales de origen nacional, también observaron grandes diferencias en los valores totales de lipólisis.

En quesos Gorgonzola de 36 días, 49 días y 63 días de maduración se informaron valores de AGLT (mg/Kg de queso) de 3910(18; 12109(112 y 14563(95, respectivamente (Gobbetti et al., 1997). 

	muestras
	C4:0
	C6:0
	C8:0
	C10:0
	C12:0
	C14:0
	C16:0
	C18:0
	C18:1
	C18:2
	Total**

	AI
	339
	231
	124
	173
	148
	855
	2018
	559
	3994
	259
	8702

	AII
	435
	300
	159
	227
	197
	934
	2183
	653
	5023
	307
	10418

	AIII
	1008
	702
	431
	914
	910
	2883
	5921
	1625
	11330
	1439
	27162

	AIV
	277
	221
	134
	280
	360
	850
	2434
	879
	3269
	325
	9028

	BI
	106
	93
	82
	272
	401
	1137
	2708
	809
	3166
	440
	9216

	BII
	2111
	1208
	682
	1300
	1323
	5483
	11953
	3007
	14310
	1520
	42896

	BIII
	138
	116
	81
	187
	175
	665
	1598
	446
	2295
	368
	6068

	CI
	4965
	2426
	1101
	1893
	1637
	6052
	11094
	2490
	15195
	2316
	49169

	CII
	3669
	1634
	657
	1009
	826
	3836
	7786
	2263
	20471
	1752
	43902

	CIII
	2247
	1385
	725
	1417
	1283
	4462
	9525
	2345
	16649
	1965
	42003

	CIV
	732
	628
	371
	891
	1035
	2214
	5193
	1638
	8796
	1114
	22613

	DI
	160
	131
	153
	421
	482
	1510
	4205
	1229
	4091
	484
	12866

	DII
	484
	475
	360
	909
	923
	2814
	6613
	1940
	7779
	903
	23200

	EII
	361
	296
	171
	300
	267
	1150
	2416
	553
	3276
	349
	9138

	EIII
	909
	661
	425
	934
	960
	3102
	6571
	1540
	10677
	1178
	26957

	EIV
	414
	382
	272
	682
	875
	2036
	4176
	1380
	5021
	632
	15868

	FIII
	214
	192
	130
	371
	407
	1224
	2647
	726
	4038
	444
	10393

	FIV
	164
	158
	107
	234
	290
	689
	1780
	621
	2181
	210
	6436

	Promedio*
	1041
	624
	343
	690
	694
	2328
	5045
	1372
	7865
	889
	20891

	SD
	1362
	641
	285
	501
	451
	1686
	3288
	783
	5635
	663
	14644


Tabla B.IV.8: Perfil de ácidos grasos libres (mg/Kg de queso) de las muestras de queso azul

                         *Promedio de los AGL individuales y SD 

                         **Suma de los AGL individuales (AGLT), valores promedio y SD

Por su parte, Contarini & Toppino (1995) en quesos Gorgonzola de 60 días de maduración señalaron amplias variaciones en los niveles de lipólisis de tres muestras de quesos procedentes de una misma industria. Mientras dos muestras presentaron valores próximos a 6000mg/Kg de queso, la restante alcanzó un valor de 40000mg/Kg de queso. Ghitti et al. (1999) informaron en quesos Gorgonzola de las variedades dulce (sweet) y natural (natural), valores de lipólisis de aproximamente 2500 y 17600mg/Kg de queso, respectivamente.

En quesos Roquefort y azules los niveles de lipólisis encontrados fueron de 31461ppm y 34084ppm, respectivamente (Woo et al., 1984). En el queso azul Picón Bejes-Tresviso, los AGL totales al final de la maduración (150 días) alcanzaron valores de 58355mg/Kg de queso (Prieto et al., 2000). 

Algunos estudios se han realizado respecto a la evolución de los AGL en los quesos azules durante la maduración. Contarini & Toppino (1995) en quesos Gorgonzola observaron en general una tendencia incrementarse en el curso de la misma (0 a 105 días), aunque en algunas muestras en particular se registraron disminuciones del contenido de AGL entre los 20 y 30 días de maduración. En quesos azules Stilton se informaron ligeros incrementos en los valores de lipólisis durante los primeros 30 días e importantes aumentos hacia el final de la maduración (Madkor et al., 1987). En el queso azul Picón Bejes-Tresviso (Prieto et al., 2000) un decrecimiento en los niveles de lipólisis se registró a partir de los 90 días de maduración. 

Las variaciones en los niveles de AGL durante la maduración (aumentos importantes o disminuciones) es un aspecto a tenerse en cuenta dado que podría ser una de las causas de las diferencias en los valores de lipólisis de las muestras analizadas si las mismas presentan distintos tiempos de maduración. Las disminuciones en el contenido de los AGL durante la maduración de los quesos azules se deberían al catabolismo que sufren estos compuestos hacia la formación de metilcetonas (Collins et al.; 2003).

Respecto del perfil de los AGL de los quesos azules, en el Gráfico B.IV.21 se muestran los valores promedios de los distintos AGL de las 18 muestras.


Gráfico B.IV.21: Concentraciones promedio de los AGL individuales (mg de AGL/Kg de queso) de las muestras de queso azul

En este gráfico se observa que los ácidos oleico (C18:1), palmítico (C16:0) y mirístico (C14:0) fueron los ácidos grasos mayoritarios. Un perfil similar fue observado por Bernal et al. (1998) en quesos azules argentinos y los mismos resultados se han encontrado en estudios realizados sobre quesos azules europeos (Madkor et al., 1987; Prieto et al., 2000). Este perfil, característico de los quesos azules, es consecuencia de la actividad lipolítica de las enzimas de Penicillium spp, las cuales presentan una amplia especificidad, tanto sobre ácidos grasos de corta y larga cadena (Ha & Lindsay, 1993; Larsen & Jensen, 1999; Ghitti et al., 1999; Svensson et al., 2006).

B.IV.1.1.4.2. Estudio de los valores de lipólisis dentro de una misma marca y entre marcas diferentes

La representación de los valores promedio y desviación estándar (SD) de los AGL totales en las distintas marcas estudiadas se muestra en el Gráfico B.IV.22. En el mismo se visualizan las importantes variaciones en el contenido de AGL que presentaron las muestras individuales de las distintas marcas comerciales.

La aplicación de ANOVA a los valores medios no evidenció diferencias estadísticamente significativas en los niveles de lipólisis entre las marcas al 95% de confianza. Sin embargo, con un valor de P(0.10, estas diferencias pudieron ser detectadas. La aplicación del test LSD indicó que el valor de lipólisis de la marca C fue diferente a las restantes marcas.


Gráfico B.IV.22: Concentraciones promedio de los AGLT (suma de los ácidos grasos de C4:0 a C18:2) de las distintas marcas de queso azul

B.IV.1.1.5. ANALISIS SENSORIAL 

En los Gráficos estrella B.IV.23 a B.IV.28 se muestran los valores promedio de los distintos atributos sensoriales evaluados en los quesos azules para cada una de las marcas.

A través del análisis de los mismos se observa que las muestras de queso azules presentaron, para los distintos atributos evaluados, valores promedio que en todos los casos fueron superiores a 6, lo que indicó que en general los quesos tuvieron buenas características organolépticas. Ciertos parámetros tales como la textura y el aspecto general presentaron ligeras diferencias entre las distintas muestras y en general los puntajes dados a estos atributos fueron altos (entre 7.5 y 9.5). Las principales diferencias entre los quesos se encontraron en los atributos de flavor (aroma y sabor).

Las menores puntuaciones en el aroma se observaron en los cuatro quesos de la marca A y en el queso BIII, con valores entre 6 y 7, y en las muestras CIV, EII y FIV, con puntajes entre 7 y 7.5. Las restantes muestras presentaron altas puntuaciones, siendo en muchas de ellas superiores a 8.5. 

El sabor presentó las menores puntuaciones en las muestras de queso de la marca A, con valores promedios entre 6 y 7. Por su parte, entre los quesos que fueron evaluados con los más altos puntajes en este atributo (superiores a 9), se encontraron las muestras BI, CI, CII, DII y EIII.

A fin de complementar este estudio en el ítem B.IV.4 se analiza y discute la posible relación entre los puntajes dados a los quesos en el atributo aroma con los perfiles de compuestos volátiles.


Gráfico B.IV.23: Gráfico de estrella de los valores promedio de los distintos atributos sensoriales evaluados en las muestras de queso azul de la marca A


Gráfico B.IV.24: Gráfico de estrella de los valores promedio de los distintos atributos sensoriales evaluados en las muestras de queso azul de la marca B


Gráfico B.IV.25: Gráfico de estrella de los valores promedio de los distintos atributos sensoriales evaluados en las muestras de queso azul de la marca C


Gráfico B.IV.26: Gráfico de estrella de los valores promedio de los distintos atributos sensoriales evaluados en las muestras de queso azul de la marca D


Gráfico B.IV.27: Gráfico de estrella de los valores promedio para los distintos atributos sensoriales evaluados en las muestras de quesos azules de la marca E


Gráfico B.IV.28: Gráfico de estrella de los valores promedio para los distintos atributos sensoriales evaluados en las muestras de quesos azules de la marca F

B.IV.1.2. QUESOS REGGIANITO
B.IV.1.2.1. PERFIL DE COMPUESTOS VOLÁTILES 

En los perfiles cromatográficos de las muestras de quesos Reggianito se observaron algunas diferencias, principalmente desde un punto de vista cuantitativo. Los valores de las áreas de los compuestos identificados variaron en algunos casos en un amplio rango.
Para facilitar la discusión de los resultados y analizar los perfiles tanto desde un punto de vista cualitativo como cuantitativo, los cincuenta y seis (56) compuestos identificados en las 15 muestras de quesos Reggianito y en las dos muestra de Parmigiano Reggiano y Grana Padano se clasificaron por familia química (cetonas, alcoholes, ésteres, ácidos aldehídos y otros compuestos) y para los mismos se informaron los valores promedios de las áreas con sus desviaciones estándar (Tablas B.IV.9 a B.IV.14). También se realizó una breve discusión de la incidencia que tienen estos compuestos en el flavor de los quesos y se compararon los datos del presente estudio con los resultados obtenidos por distintos autores en quesos grana de otros orígenes.

B.IV.1.2.1.1. Cetonas

Un total de nueve cetonas se identificaron en los quesos analizados (Tabla B.IV.9). 

Los valores de áreas de este grupo de compuestos en los quesos Reggianito se encontraron en un rango entre 200 y 3900 (x103) unidades.

Las metilcetonas saturadas de número impar de átomos de carbono desde C3 hasta C9 se identificaron en la mayoría de las muestras analizadas. Dentro de este grupo, la propanona, la 2-pentanona con el diacetilo y la 2-heptanona tuvieron los mayores valores de áreas, particularmente en los quesos RBI, RBII y RFII.

El pico observado en los cromatogramas con un tiempo de retención de 6.15min se informó como la suma de la 2-pentanona y el diacetilo ya que el espectrómetro de masas informó una alta probabilidad para los dos compuestos. 

Las cetonas saturadas de número par de átomos de carbono tales como la 2-butanona y la 2-hexanona constituyeron una fracción minoritaria. En el caso particular de la acetoína (3-hidroxi 2-butanona), la misma se identificó en casi todos los quesos, con altos valores de áreas en algunos de ellos. Con la inyección de los estándares se verificó que este compuesto presentó el mismo tiempo de retención que la 2-octanona y 

	muestras
	propanona
	2-butanona
	2-pentanona

+ diacetilo
	2-hexanona
	2-heptanona
	Acetoína
	2-nonanona
	2-undecanona
	Totales

	RAI
	187** (19)
	228** (17)
	211** (7)
	157* (2)
	322** (1)
	577** (2)
	31** (0.6)
	n.d
	1713

	RAIII
	523* (14)
	62* (2)
	183* (4)
	99* (4)
	167* (9)
	536* (2)
	16* (0.5)
	n.d
	1586

	RBI
	310** (5)
	124** (1)
	1410** (0.2)
	89* (1)
	651** (43)
	262** (5)
	80** (2)
	n.d
	2926

	RBII
	899** (23)
	149* (11)
	1155** (12)
	23* (0.4)
	506** (11)
	197** (6)
	35** (1)
	n.d
	2964

	RBIII
	539* (10)
	100* (3)
	801* (23)
	43* (2)
	482* (7)
	225* (0.7)
	61* (0.9)
	n.d
	2251

	RCI
	80* (0.6)
	43* (0.1)
	57** (0.3)
	47* (3)
	125** (1)
	n.d
	7* (0.1)
	n.d
	359

	RCII
	120* (7)
	34* (1)
	122** (2)
	59* (1)
	121** (10)
	n.d
	7* (0.3)
	n.d
	463

	RCIII
	53* (2)
	n.d
	53* (4)
	35* (3)
	82* (3)
	n.d
	n.d
	n.d
	223

	RDI
	121* (3)
	44* (0.3)
	532** (19)
	12* (0.4)
	247** (8)
	152** (6)
	25** (0.3)
	n.d
	1133

	RDII
	103* (3)
	25* (0.7)
	230** (10)
	10* (0.5)
	172** (8)
	58* (2)
	15** (1)
	n.d
	613

	REI
	194** (7)
	50* (0.8)
	576** (15)
	10* (0.5)
	246** (0.7)
	78** (3)
	19** (0.7)
	n.d
	1173

	REII
	94* (3)
	49* (2)
	99** (3)
	8* (0.9)
	242** (7)
	146** (2)
	12* (1)
	n.d
	650

	REIII
	721* (31)
	215* (8)
	181* (8)
	26* (0.1)
	153* (6)
	57* (2)
	13* (0.9)
	n.d
	1366

	RFII
	1042** (29)
	145* (0.8)
	1185** (6)
	74* (2)
	491** (22)
	700** (5)
	163** (17)
	8* (0.1)
	3808

	RFIII
	358* (13)
	141* (1)
	165* (0.8)
	36* (0.9)
	169* (0.8)
	585* (8)
	12* (1)
	n.d
	1466

	P.R
	2419** (268)
	257** (11)
	5031** (102)
	120** (3)
	4833** (103)
	20* (4)
	307** (25)
	18** (3)
	13005

	G.P
	850** (31)
	317* (0.3)
	3376** (93)
	74* (3)
	1418** (4)
	50** (0.8)
	94** (8)
	8* (1)
	6187


Tabla B.IV.9: Cetonas identificadas en los quesos Reggianito y grana italianos por SPME-GC-FID y SPME-GC-MS; área de los picos y áreas totales.



Las áreas informadas corresponden a unidades arbitrarias x103


n.d. No detectado. Para compuestos con áreas menores a 5 x103


* Identificado por GC-FID utilizando estándares de referencia y/o datos de bibliografía



** Identificado por GC-FID y GC-MS



Los valores entre paréntesis corresponden a los valores de SD de un duplicado de análisis



P.R: Parmigiano Reggiano   G.P: Grana Padano

mientras en los quesos azules el espectrómetro de masas reportó una alta probabilidad que el pico fuese la 2-octanona, en el caso de los quesos tipo grana, la mayor probabilidad correspondió a la acetoína.

En los quesos grana italianos se identificaron las mismas cetonas que en los quesos Reggianito pero los valores de las áreas para la mayoría de ellas y particularmente para la propanona, 2-pentanona+diacetilo y 2-heptanona, resultaron notoriamente superiores. 

A los efectos de una mejor visualización de los resultados cuantitativos que se presentan en la Tabla B.IV.9, en los Gráficos B.IV.29 y B.IV.30 se muestran los valores de las áreas correspondientes al diacetilo+2-pentanona y a la 2-heptanona en las distintas muestras.



Gráfico B.IV.29: Áreas promedio de la 2-pentanona + diacetilo en las distintas muestras de queso tipo grana


Gráfico B.IV.30: Áreas promedio de la 2-heptanona en las distintas muestras de queso tipo grana
Importancia de las cetonas en los quesos tipo grana

Con la aplicación de distintas técnicas olfactométricas acopladas a diferentes metodologías de aislamiento, se han señalado algunas cetonas como compuestos activos de olor de los quesos grana pero aún no se ha logrado establecer claramente si tienen o no un rol clave en el flavor de los mismos.

Qian & Reineccius (2002a y 2002b) informaron como compuestos activos de olor en muestras de Parmigiano cetonas tales como el diacetilo, la 2-heptanona, 2-octanona, 2-nonanona y la 2-undecanona, señalando particularmente al diacetilo como un compuesto de relevancia en el flavor. En un estudio posterior (Qian & Reineccius, 2003a) sugirieron que por las bajas concentraciones en las que se encuentran presentes en los quesos, las cetonas harían una contribución menor al aroma. Sin embargo, una nueva investigación realizada (Qian & Reineccius, 2003b) indicó que el diacetilo, la 2,3-pentanodiona y la 2-heptanona aportarían notas a manteca (buttery), frutales (fruity) y a queso (cheesy), de importancia en el aroma global del queso. Por su parte, en otro estudio realizado sobre diferentes quesos grana italianos (Parmigiano Reggiano, Grana Padano y Grana Trentino) se identificaron como cetonas de importancia en el aroma de los quesos a la 2-pentanona en Parmigiano Reggiano y al diacetilo, la 2-heptanona y la 1-octen 3-ona en los tres tipos de quesos analizados (Boscaini et al., 2003). La 1-octen 3-ona en muy bajas concentraciones se asoció con notas a repollo fermentado (fermented cabbage), a tierra (earthy) y a hongos (mushroom). Frank et al. (2004) señalaron al diacetilo, la 2-butanona y la 1-octen 3-ona como compuesos activos de olor en Parmigiano Reggiano y a la 2-butanona en Grana Padano. De acuerdo a Curioni & Bosset (2002) la 2-pentanona y la 2-heptanona serían compuestos de importancia en el flavor de los quesos Grana Padano.

Presencia de cetonas en quesos tipo grana de distintos orígenes

Barbieri et al. (1994) señalaron a las cetonas como una fracción de importancia de los perfiles de compuestos volátiles del Parmigiano Reggiano, siendo la 2-pentanona y la 2-heptanona las mayoritarias. Se informaron también presentes cetonas ramificadas, hidroxicetonas, cetonas insaturadas y diacetilo entre otras. Careri et al. (1994) en un estudio similar informaron la presencia mayoritaria de metilcetonas desde C3 a C15, diacetilo y acetoína.

Qian & Reineccius (2002a) identificaron en la fracción neutra de muestras de Parmigiano Reggiano, distintas metilcetonas desde C7 a C13. Bellesia et al. (2003) reportaron la presencia de metilcetonas de número impar de átomos de carbono desde C5 a C11, 2-octanona y 8-nonen 2-ona. Los porcentajes en que se encontraron presentes las distintas metilcetonas variaron ampliamente en las 24 muestras analizadas. En general, la 2-heptanona fue mayoritaria, seguida de 2-nonanona y 2-pentanona. Lee et al. (2003) identificaron 2-pentanona, 2-heptanona, 2-nonanona y 2-undecanona en muestras de quesos Parmesano.

A partir de esta información correspondiente a los quesos grana italianos se observa que en las distintas muestras de quesos Reggianito se pudieron identificar las principales cetonas que caracterizan tanto cuantitativamente como cualitativamente los perfiles de este tipo de quesos.

B.IV.1.2.1.2. Alcoholes

Un total de quince alcoholes se identificaron en las distintas muestras de queso analizadas (Tabla B.IV.10). 

Dentro de este grupo se encontraron presentes alcoholes primarios de cadena lineal (desde C2 a C6), alcoholes secundarios de cadena lineal (desde C3 a C7), alcoholes primarios de cadena ramificada (2-metil 1-propanol, 3-metil 1-butanol, 2-etil 1-hexanol) y un alcohol aromático (alc. bencílico). Alcoholes tales como 2-propanol, etanol, 2-pentanol, 1-butanol, 3-metil 1-butanol, 1-pentanol y 2-heptanol se encontraron presentes en casi todas las muestras analizadas. 

En los quesos Reggianito los valores de las áreas para el grupo de los alcoholes se encontraron en un rango de 600 a 4100 (x103) unidades. Los quesos RCII, RCIII y RAIII tuvieron las mayores áreas totales de alcoholes y el etanol resultó mayoritario en todas las muestras analizadas.

Los quesos grana italianos presentaron altos valores de áreas para los alcoholes secundarios 2-propanol, 2-butanol, 2-pentanol y 2-heptanol respecto de los quesos Reggianito. Sin embargo, al igual que en los quesos Reggianito, el etanol fue el alcohol mayoritario. 

	muestras
	2-propanol
	Etanol
	2-butanol
	1-propanol
	2-metil 1-propanol
	2-pentanol
	1-butanol
	3-metil 1-butanol
	2-hexanol
	1-pentanol
	2-heptanol
	1-hexanol
	2-etil 1-hexanol
	2,3-butanodiol
	Alc.

bencílico
	Totales

	RAI
	n.d
	752** (32)
	228* (6)
	585* (32)
	n.d
	48* (5)
	27* (2)
	153** (0.5)
	n.d
	51* (0.6)
	19* (0.4)
	n.d
	n.d
	46** (0.5)
	9** (1)
	1918

	RAIII
	5* (1)
	3655* (11)
	46* (1)
	n.d
	n.d
	42* (0.1)
	29* (2)
	51* (2)
	n.d
	15* (0.1)
	13* (0.1)
	80* (2)
	n.d
	n.d
	25* (1)
	3961

	RBI
	21* (0.7)
	301* (0.8)
	158* (12)
	196* (2)
	n.d
	147* (1)
	19* (0.4)
	24* (0.1)
	n.d
	49* (1)
	33* (2)
	22* (0.1)
	n.d
	n.d
	21* (1)
	991

	RBII
	13* (0.2)
	402** (3)
	10* (0.3)
	n.d
	n.d
	161** (2)
	50* (0.4)
	54* (0.7)
	n.d
	12* (1)
	18* (0.1)
	n.d
	18** (0.1)
	13* (2)
	25** (0.2)
	776

	RBIII
	21* (3)
	520* (11)
	14* (0.1)
	n.d
	n.d
	58* (6)
	104* (0.7)
	17* (0.2)
	n.d
	21* (0.5)
	28* (0.1)
	12* (1)
	55* (1)
	43* (5)
	14* (0.3)
	907

	RCI
	69** (3)
	1860** (50)
	80* (3)
	43* (1)
	n.d
	52* (4)
	56* (2)
	48* (1)
	n.d
	161* (3)
	65* (0.9)
	n.d
	n.d
	n.d
	n.d
	2434

	RCII
	100* (0.1)
	2958** (10)
	95* (3)
	n.d
	n.d
	84* (5)
	56* (1)
	61** (2)
	n.d
	206** (1)
	70* (0.4)
	n.d
	5* (0.2)
	n.d
	n.d
	3635

	RCIII
	70* (2)
	3308* (32)
	36* (3)
	n.d
	n.d
	180* (7)
	52* (1)
	81* (5)
	110* (1)
	153* (8)
	51* (0.7)
	n.d
	n.d
	n.d
	11* (1)
	4052

	RDI
	52* (2)
	1025** (31)
	n.d
	n.d
	22* (0.1)
	59* (0.3)
	51* (0.1)
	32* (0.1)
	n.d
	47* (0.1)
	31* (0.1)
	n.d
	n.d
	36*  (1)
	n.d
	1355

	RDII
	45* (3)
	1990** (8)
	n.d
	n.d
	159**  (6)
	120** (5)
	167** (2)
	285** (7)
	n.d
	19* (2)
	51** (2)
	26* (3)
	n.d
	25* (0.4)
	n.d
	2887

	REI
	40* (2)
	1981** (40)
	n.d
	n.d
	34* (0.3)
	31* (0.9)
	30* (0.6)
	63** (1)
	n.d
	67* (0.6)
	34* (0.3)
	n.d
	n.d
	15* (1)
	n.d
	2295

	REII
	6* (0.9)
	306** (4)
	n.d
	n.d
	18* (1)
	101* (3)
	70* (2)
	35* (1)
	n.d
	49*(0.6)
	33* (0.2)
	n.d
	n.d
	10* (1)
	n.d
	628

	REIII
	10* (1)
	2105* (71)
	16* (0.3)
	n.d
	n.d
	16* (0.5)
	28* (3)
	n.d
	n.d
	39* (1)
	28* (0.5)
	n.d
	n.d
	n.d
	12* (2)
	2254

	RFII
	30* (2)
	533** (3)
	n.d
	n.d
	n.d
	31* (0.4)
	28* (2)
	69** (3)
	n.d
	46** (5)
	17* (2)
	29* (3)
	11* (0.8)
	28* (0.6)
	n.d
	822

	RFIII
	24* (2)
	411* (9)
	22* (1)
	n.d
	n.d
	26* (1)
	23* (1)
	44* (5)
	n.d
	27* (0.9)
	19* (1)
	52* (6)
	n.d
	22* (2)
	n.d
	670

	P.R
	144** (0.1)
	1230** (29)
	336* (6)
	n.d
	48* (3)
	304** (11)
	21* (1)
	28** (0.1)
	n.d
	n.d
	172** (9)
	14* (0.6)
	n.d
	n.d
	n.d
	2297

	G.P
	78* (6)
	1589** (40)
	366* (15)
	n.d
	31* (1)
	309** (11)
	15* (1)
	102** (2)
	n.d
	16* (0.1)
	74** (4)
	7* (1)
	n.d
	n.d
	n.d
	2587


Tabla B.IV.10: Alcoholes identificados en los quesos Reggianito y grana italianos por SPME-GC-FID y SPME-GC-MS; área de los picos y áreas totales. 

n.d. No detectado. Para compuestos con áreas menores a 5 x103
Las áreas informadas corresponden a unidades arbitrarias x103
* Identificado por GC-FID utilizando estándares de referencia y/o datos de bibliografía

** Identificado por GC-FID y GC-MS

Los valores entre paréntesis corresponden a los valores de SD de un duplicado de análisis

P.R: Parmigiano Reggiano   G.P: Grana Padano

A los efectos de una mejor visualización de los resultados cuantitativos que se presentan en la Tabla B.IV.10, en los Gráficos B.IV.31 y B.IV.32 se muestran los valores de áreas promedio del etanol y 2-heptanol en las distintas muestras de quesos grana.



Gráfico B.IV.31: Áreas promedio del etanol en las distintas muestras de queso tipo grana


Gráfico B.IV.32: Áreas promedio del 2-heptanol en las distintas muestras de queso tipo grana

Importancia de los alcoholes en los quesos tipo grana

Los resultados que se han obtenido por olfactometría indican que la contribución de los alcoholes al flavor de los quesos grana sería secundaria. 

Qian & Reineccius (2002a) identificaron distintos alcoholes en quesos Parmigiano Reggiano, sugiriendo que debido a las débiles intensidades de aroma que presentaron, no serían relevantes en el aroma de los mismos. En una serie de trabajos posteriores (Qian & Reineccius, 2003a; 2003b) confirmaron este hecho al calcular los valores de actividad de olor (OAV) y factores de dilución (FD), los cuales fueron bajos, indicando que sólo el 2-heptanol y 3-metil 1-butanol harían una pequeña contribución al flavor. Moio & Addeo (1998) identificaron al 2-heptanol y 1-octen 3-ol como compuestos claves en el aroma de los quesos Grana Padano. 

Presencia de alcoholes en quesos tipo grana de distintos orígenes

Careri et al. (1994) aislaron un amplio espectro de alcoholes en muestras de quesos Pamigiano Reggiano que incluyeron alcoholes lineales primarios (etanol, 1-propanol, 1-butanol, 1-pentanol, etc.), alcoholes lineales secundarios (2-butanol, 2-pentanol, 2-heptanol, etc.), alcoholes ramificados (2-etil 1-hexanol, 3-metil 1-butanol, etc.), dioles (1,3-butanodiol, 2,3-butanodiol, etc.) y alcoholes aromáticos. De modo similar, Barbieri et al. (1994) identificaron un total de 29 alcoholes en muestras de Pamigiano Reggiano, siendo cuantitativamente importantes el 1-butanol, 2-butanol y 2-pentanol. Qian & Reineccius (2002a) indicaron que los alcoholes representaron los compuestos más abundantes de la fracción soluble en agua de quesos Parmigiano Reggiano. En estos extractos se reportó la presencia de diez alcoholes que incluyeron fundamentalmente alcoholes lineales primarios (etanol, 1-propanol, 1-butanol, etc.), alcoholes lineales secundarios (2-propanol, 2-butanol, 2-pentanol, etc.) y alcoholes ramificados (2-metil 1-propanol y 3-metil 1-butanol). Bellesia et al. (2003) informaron la presencia de alcoholes lineales secundarios (2-pentanol, 2-heptanol, 2-nonanol), alcoholes ramificados (3-metil 2-butanol, 3-metil 1-butanol), dioles (2,3-butanodiol, 1,3-butanodiol), alcoholes insaturados (1-octen 3-ol) y alcoholes aromáticos (feniletilalcohol). 

De acuerdo a los resultados informados respecto a la presencia de los alcoholes en los quesos grana italianos, se observa que un amplio espectro de estos compuestos se identificaron en las muestras analizadas en el presente trabajo, pero en el caso de los quesos Reggianito el etanol realizó una contribución importante al perfil de estos quesos.

B.IV.1.2.1.3. Ésteres

Un total de nueve ésteres se identificaron en los quesos analizados (Tabla B.IV.11). 

En los quesos Reggianito los valores de las áreas para el grupo de los ésteres se encontraron en un rango de 100 a 2600 (x103) unidades. 

Se destacaron principalmente los ésteres de los ácido butanoico y hexanoico con los alcoholes etanol, 2-propanol (alc. isopropílico) y 3-metil 1-butanol (alc.isoamílico).

En casi todos los quesos se identificaron el acetato de etilo, butanoato de etilo y hexanoato de isopropilo. Particularmente el butanoato de etilo presentó los mayores valores de áreas en todas las muestras analizadas. Los quesos REII y RBIII tuvieron los mayores valores de áreas totales de ésteres respecto a los restantes quesos Reggianito. 

En los quesos grana italianos se identificaron el 2-butenoato de etilo y octanoato de etilo, los que no se encontraron presentes en los quesos Reggianito. Por su parte, el hexanoato de isopropilo y hexanoato de isoamilo no se detectaron en los quesos italianos. 

	muestras
	Acetato de etilo
	Butanoato de metilo
	Butanoato de etilo
	2-butenoato de etilo
	Hexanoato de metilo
	Hexanoato de etilo
	Hexanoato de isopropilo
	Hexanoato de isoamilo
	Octanoato de etilo
	Totales

	RAI
	38* (2)
	131** (5)
	409** (23)
	n.d
	60** (2)
	58* (0.2)
	27* (0.5)
	7* (0.1)
	n.d
	730

	RAIII
	62* (2)
	n.d
	620* (17)
	n.d
	n.d
	34* (2)
	95* (2)
	71* (2)
	n.d
	882

	RBI
	n.d
	n.d
	213* (4)
	n.d
	n.d
	n.d
	57* (5)
	91* (4)
	n.d
	361

	RBII
	11* (0.8)
	113* (16)
	871** (8)
	n.d
	n.d
	15* (0.5)
	64* (0.7)
	78* (0.2)
	n.d
	1152

	RBIII
	59* (4)
	n.d
	1756* (48)
	n.d
	n.d
	n.d
	49* (0.1)
	60* (0.1)
	n.d
	1924

	RCI
	22* (0.1)
	n.d
	123**  (9)
	n.d
	n.d
	n.d
	13* (0.5)
	n.d
	n.d
	158

	RCII
	21* (0.2)
	n.d
	189* (5)
	n.d
	n.d
	n.d
	14* (1)
	n.d
	n.d
	224

	RCIII
	39* (3)
	n.d
	306* (11)
	n.d
	n.d
	n.d
	12* (0.6)
	n.d
	n.d
	345

	RDI
	36* (0.5)
	n.d
	74* (1)
	n.d
	n.d
	n.d
	29* (0.3)
	n.d
	n.d
	139

	RDII
	73** (0.9)
	n.d
	153* (6)
	n.d
	n.d
	9* (0.7)
	8* (0.7)
	n.d
	n.d
	243

	REI
	48** (0.4)
	n.d
	420** (3)
	n.d
	n.d
	13* (0.5)
	n.d
	n.d
	n.d
	481

	REII
	37* (0.5)
	n.d
	2506** (39)
	n.d
	n.d
	n.d
	47* (0.5)
	n.d
	n.d
	2590

	REIII
	55* (4)
	n.d
	189* (6)
	n.d
	n.d
	n.d
	33* (0.2)
	30* (0.2)
	n.d
	307

	RFII
	17* (0.2)
	n.d
	625**(15)
	n.d
	n.d
	21* (0.6)
	176** (9)
	n.d
	n.d
	839

	RFIII
	47* (4)
	n.d
	62* (5)
	n.d
	n.d
	n.d
	8* (0.1)
	n.d
	n.d
	117

	P.R
	1643** (32)
	310* (28)
	4383** (20)
	38** (3)
	n.d
	1239** (65)
	n.d
	n.d
	135* (13)
	7748

	G.P
	536** (18)
	395* (15)
	1153** (17)
	n.d
	n.d
	276** (14)
	n.d
	n.d
	26* (3)
	2386


Tabla B.IV.11: Ésteres identificados en los quesos Reggianito y grana italianos por SPME-GC-FID y SPME-GC-MS; área de los picos y áreas totales.



Las áreas informadas corresponden a unidades arbitrarias x103


n.d. No detectado. Para compuestos con áreas menores a 5 x103


* Identificado por GC-FID utilizando estándares de referencia y/o datos de bibliografía



** Identificado por GC-FID y GC-MS.

Los valores entre paréntesis corresponden a los valores de SD de un duplicado de análisis

P.R: Parmigiano Reggiano   G.P: Grana Padano

Los quesos grana italianos, particularmente Parmigiano Reggiano tuvieron altos valores de áreas totales de ésteres respecto a los quesos Reggianito, siendo abundantes el acetato de etilo, butanoato de etilo y hexanoato de etilo. 

En el Gráfico B.IV.33 se representan los valores de áreas promedio del butanoato de etilo en las distintas muestras de quesos tipo grana.


Gráfico B.IV.33: Áreas promedio del butanoato de etilo en las distintas muestras de quesos tipo grana
Importancia de los ésteres en los quesos tipo grana

Los ésteres realizan una importante contribución al flavor de muchas variedades de quesos y particularmente los ésteres etílicos de los ácidos grasos de C2:0 a C10:0 se han señalado como responsables directos del característico flavor frutal (fruity) de los quesos grana italianos (Fenster et al., 2003; Liu et al., 2004). 

En una serie de estudios utilizando la olfactometría se han identificado el butanoato de etilo (Moio & Addeo, 1998; Qian & Reineccius, 2002a; 2002b; 2003a; 2003b; Boscaini et al., 2003; Frank et al. 2004) y el hexanoato de etilo (Moio & Addeo, 1998; Qian & Reineccius, 2002a; 2002b; 2003a; 2003b; Boscaini et al., 2003; Frank et al., 2004) como compuestos claves del aroma de los quesos grana. Además, el acetato de isoamilo (Boscaini et al., 2003), propanoato de etilo (Qian & Reineccius, 2002a; 2003b), pentanoato de etilo (Qian & Reineccius, 2002a; 2003b; Frank et al. 2004), heptanoato de etilo (Qian & Reineccius, 2002a; 2003b) y octanoato de etilo (Qian & Reineccius, 2002a; 2003a; 2003b) se consideran compuestos activos de olor, haciendo una contribución menor a las notas frutales.

Presencia de ésteres en quesos granas de diferentes orígenes

En quesos Parmigiano Reggiano, Barbieri et al. (1994) y Careri et al. (1994) informaron la presencia mayoritaria de ésteres etílicos de ácidos grasos de número par de átomos de carbono (desde C2:0 a C16:0) y algunos metil, propil y butil ésteres, siendo el acetato de etilo uno de los compuestos mayoritarios. Qian & Reineccius (2002a) identificaron en la fracción neutra de extractos de este queso fundamentalmente ésteres etílicos de ácidos de cadena lineal desde C3:0 a C10:0. Bellesia et al. (2003) identificaron ésteres etílicos de los ácidos propanoico, butanoico, hexanoico, octanoico y decanoico, siendo el hexanoato de etilo y el octanoato de etilo los mayoritarios. McSweeney & Sousa (2000) señalaron al acetato, butanoato, hexanoato, octanoato y decanoato de etilo como los ésteres más abundantes en este queso.

En quesos Grana Padano, Moio & Addeo (1998) señalaron a los ésteres como los constituyentes predominantes de la fracción neutra en extractos de destilados de queso, siendo mayoritarios el butanoato de etilo y el hexanoato de etilo.

Teniendo en cuenta la información presentada sobre el perfil de ésteres en los quesos grana italianos, puede verse que en las muestras de quesos Reggianito se identificaron los principales ésteres asociados con el flavor frutal de los quesos. A diferencia de los quesos italianos donde el hexanoato de etilo es importante tanto desde un punto de vista cuantitativo como por el aporte que realiza al aroma de los quesos, en los quesos Reggianito este compuesto fue minoritario. 

B.IV.1.2.1.4. Ácidos

Un total de doce ácidos se identificaron en las muestras de quesos tipo grana (Tabla B.IV.12). 

En los quesos Reggianito los valores de áreas de estos compuestos se encontraron en un rango entre 1000 y 7000 (x103) unidades. Las muestras RAI y RFIII presentaron los mayores valores de áreas totales de ácidos.

Los ácidos saturados de cadena lineal y número par de átomos de carbono desde C2:0 a C10:0 se encontraron presentes en todas las muestras analizadas. Particularmente los ácidos etanoico y butanoico y en menor medida el hexanoico presentaron los mayores valores de áreas en la mayoría de los quesos Reggianito. 

Los ácidos de cadena lineal saturados y número impar de átomos de carbono (pentanoico y heptanoico) se identificaron en algunas muestras presentando muy bajos valores de áreas. 

Dentro de los ácidos de cadena ramificada se destacaron el 2-metilpropanoico y desde un punto de vista cuantitativo el 3-metilbutanoico.

En algunas de las muestras analizadas se detectó al ácido no saturado 2,4-hexadienoico o ácido sórbico. La adición de este compuesto se encuentra permitida en la Legislación Argentina como conservante para evitar el desarrollo de hongos. 

Los quesos grana italianos, y particularmente el Parmigiano Reggiano, presentaron valores de áreas totales de los ácidos notoriamente superiores al de los quesos Reggianito y al igual que en estos quesos, los ácidos butanoico, hexanoico y etanoico fueron los mayoritarios.

	muestras
	Ác. Etanoico
	Ác. Propanoico
	Ác. 2-metil propanoico
	Ác. Butanoico
	Ác. 3-metil butanoico
	Ác. Pentanoico
	Ác. Hexanoico
	Ác. Heptanoico
	Ác. Octanoico
	Ác. 2,4-hexadienoico
	Ác. Decanoico
	Ác. Dodecanoico
	Totales

	RAI
	1921** (213)
	n.d
	65** (4)
	2292** (251)
	549** (37)
	21** (1)
	972** (70)
	6** (1)
	110** (5)
	27** (2)
	19** (1)
	n.d
	5982

	RAIII
	1857* (25)
	n.d
	6* (0.3)
	1992* (41)
	68* (4)
	n.d
	544* (11)
	n.d
	125* (2)
	33* (3)
	38* (3)
	n.d
	4663

	RBI
	275** (24)
	n.d
	9* (0.7)
	612** (48)
	10* (0.3)
	11* (0.5)
	232** (19)
	n.d
	35** (0.8)
	n.d
	9** (0.2)
	n.d
	1193

	RBII
	455** (46)
	n.d
	n.d
	1395** (122)
	22** (1)
	9* (0.4)
	602** (8)
	n.d
	121** (6)
	n.d
	41** (3)
	34* (8)
	2679

	RBIII
	387* (11)
	n.d
	n.d
	1333* (3)
	10* (0.9)
	18* (2)
	495* (10)
	n.d
	157* (2)
	117* (12)
	49* (6)
	n.d
	2566

	RCI
	1126** (91)
	n.d
	11* (0.2)
	670** (32)
	13* (1)
	10** (1)
	264** (16)
	n.d
	70** (3)
	159** (12)
	17** (2)
	n.d
	2340

	RCII
	1515** (145)
	n.d
	n.d
	585** (30)
	7* (0.6)
	n.d
	192** (8)
	n.d
	73** (6)
	103** (13)
	16** (0.4)
	27* (0.4)
	2518

	RCIII
	867* (41)
	n.d
	10* (0.1)
	524* (33)
	8* (1)
	n.d
	222* (9)
	n.d
	66* (2)
	n.d
	17* (0.2)
	n.d
	1714

	RDI
	1254** (73)
	n.d
	56* (2)
	1260** (18)
	16** (0.7)
	10* (0.5)
	384** (11)
	n.d
	89** (3)
	n.d
	17** (1)
	n.d
	3086

	RDII
	685** (43)
	n.d
	177** (8)
	952** (45)
	1020** (30)
	12* (0.6)
	357** (12)
	n.d
	64** (3)
	29** (0.9)
	13** (0.7)
	n.d
	3309

	REI
	1100** (35)
	n.d
	32* (0.9)
	734** (25)
	38** (1)
	n.d
	286** (9)
	n.d
	80** (4)
	n.d
	17** (1)
	n.d
	2287

	REII
	973** (15)
	n.d
	434** (4)
	863** (26)
	1697** (35)
	n.d
	310** (10)
	n.d
	87** (3)
	n.d
	18** (1)
	n.d
	4382

	REIII
	596* (33)
	n.d
	n.d
	556* (41)
	13* (1)
	n.d
	147* (4)
	n.d
	105* (8)
	102* (8)
	40* (6)
	n.d
	1559

	RFII
	1319** (28)
	n.d
	n.d
	2303** (38)
	40** (3)
	11* (0.7)
	738** (19)
	19* (4)
	185* (7)
	n.d
	56** (11)
	50* (3)
	4721

	RFIII
	1967* (14)
	n.d
	n.d
	3261* (45)
	66* (2)
	n.d
	346* (2)
	26* (0.5)
	294* (8)
	410* (6)
	52* (4)
	9* (0.4)
	6431

	P.R
	1454** (139)
	31** (4)
	n.d
	6648** (207)
	57** (9)
	62** (3)
	4974** (101)
	34** (2)
	691** (108)
	n.d
	76** (12)
	n.d
	14027

	G.P
	1130** (19)
	18* (2)
	16* (2)
	2615** (184)
	75** (7)
	29** (2)
	1970** (124)
	15* (0.6)
	293** (6)
	n.d
	46** (3)
	n.d
	6207


Tabla B.IV.12: Ácidos identificados en los quesos Reggianito y grana italianos por SPME-GC-FID y SPME-GC-MS; área de los picos y áreas totales.

Las áreas informadas corresponden a unidades arbitrarias x103
n.d. No detectado. Para compuestos con áreas menores a 5 x103
* Identificado por GC-FID utilizando estándares de referencia y/o datos de bibliografía

** Identificado por GC-FID y GC-MS

Los valores entre paréntesis corresponden a los valores de SD de un duplicado de análisis

P.R: Parmigiano Reggiano   G.P: Grana Padano

A los efectos de una mejor visualización de los resultados cuantitativos que se presentan en la Tabla B.IV.12, en los Gráficos B.IV.34 a B.IV.36 se muestran los valores de áreas de los ácidos etanoico, butanoico y hexanoico en las distintas muestras de quesos.



Gráfico B.IV.34: Áreas promedio del ácido etanoico en las distintas muestras de quesos tipo grana


Gráfico B.IV.35: Áreas promedio del ácido butanoico en las distintas muestras de quesos tipo grana

. 



Gráfico B.IV.36: Áreas promedio del ácido hexanoico en las distintas muestras de quesos tipo grana

Importancia de los ácidos en los quesos tipo grana

Los ácidos butanoico y hexanoico (Moio & Addeo, 1998; Qian & Reineccius, 2002a; 2003a; 2003b; Frank et al., 2004) se han señalado como compuestos claves en el flavor de los quesos grana. Por su parte ácidos tales como el etanoico (Qian & Reineccius, 2002a; 2003a; 2003b; Frank et al., 2004), octanoico (Qian & Reineccius, 2002a; 2003a; 2003b), decanoico (Qian & Reineccius, 2002a; 2003a), 2-metilpropanoico (Boscaini et al., 2003) y 3-metilbutanoico (Frank et al., 2004) se consideran compuestos activos de olor y harían una contribución menor al flavor de los mismos. 

Presencia de ácidos en quesos tipo grana de diferentes orígenes

En quesos Parmigiano Reggiano, Barbieri et al. (1994) y Careri et al. (1994) identificaron unos 25 ácidos grasos, representando los mismos una fracción de importancia. Se encontraron presentes los principales ácidos grasos de cadena lineal de C2:0 a C16:0, pequeñas cantidades de ácidos grasos ramificados (2-metilpropanoico, 3-metilbutanoico, 2-etilhexanoico, etc.) y ácidos grasos insaturados (9-decenoico, etc.). Los ácidos butanoico, hexanoico y octanoico fueron los compuestos mayoritarios de este grupo. Qian & Reineccius (2002a) identificaron en la fracción ácida de extractos de estos quesos, ácidos lineales de corta cadena tales como el etanoico, butanoico, hexanoico y octanoico, y en menores proporciones se encontraron los ácidos heptanoico, nonanoico, decanoico, 2-metilpropanoico y 3-metilbutanoico. Bellesia et al. (2003) y Lee et al. (2003) informaron la presencia mayoritaria de ácidos de cadena lineal de número par de átomos de carbono (C2:0 a C12:0). De acuerdo a Frank et al. (2004), los acidos butanoico y hexanoico prevalecieron en los perfiles de estos quesos. 

En quesos Grana Padano los ácidos butanoico y hexanoico se han señalado como los compuestos mayoritarios de la fracción ácida (Moio & Addeo, 1998; Frank et al., 2004).

De acuerdo a la información disponible sobre el perfil de ácidos en los quesos grana italianos, se observa que en los quesos Reggianito se identificaron los ácidos más característicos de esta variedad de queso, y los mayores valores de áreas correspondieron a los ácidos que realizan una mayor contribución al flavor.

B.IV.1.2.1.5. Aldehídos 

Cinco aldehídos se identificaron en los quesos analizados (Tabla B.IV.13).

En los quesos Reggianito los valores de áreas del grupo de los aldehídos se encontraron en un rango entre 100 y 1800 (x103) unidades, con las muestras RAI, RBII, RBIII y RFII presentando los mayores valores de áreas totales.

En todos los quesos se encontraron presentes el acetaldehído (etanal), 2-metilbutanal y 3-metilbutanal, siendo los mayoritarios de este grupo de compuestos.

	muestras
	Acetaldehído
	2-metilbutanal
	3-metilbutanal
	2-butenal
	Benzaldehído
	Totales

	RAI
	343** (27)
	179* (7)
	246** (20)
	570** (23)
	67** (0.3)
	1405

	RAIII
	105* (0.3)
	34* (5)
	81* (3)
	352* (11)
	11* (1)
	582

	RBI
	426** (14)
	71* (4)
	136** (5)
	286* (11)
	63** (2)
	982

	RBII
	698** (15)
	436 ** (10)
	517** (13)
	n.d
	82** (2)
	1733

	RBIII
	821* (1)
	120* (3)
	215* (6)
	n.d
	63* (8)
	1219

	RCI
	55* (4)
	48* (3)
	81** (1)
	138* (5)
	11* (1)
	333

	RCII
	57* (2)
	49* (1)
	126** (4)
	116* (3)
	n.d
	348

	RCIII
	94* (3)
	11* (0.1)
	23* (0.1)
	156* (13)
	n.d
	284

	RDI
	48* (3)
	81* (4)
	166** (6)
	n.d
	8** (0.2)
	303

	RDII
	73** (1)
	79** (5)
	146** (3)
	n.d
	19** (1)
	317

	REI
	342** (13)
	118* (3)
	210** (7)
	n.d
	10* (0.4)
	680

	REII
	654** (15)
	96* (2)
	147** (3)
	n.d
	14* (0.6)
	911

	REIII
	271* (5)
	108* (4)
	231* (7)
	n.d
	132* (5)
	742

	RFII
	934** (5)
	143** (3)
	300** (7)
	n.d
	80** (5)
	1457

	RFIII
	52* (0.2)
	19* (0.6)
	65* (1)
	n.d
	10* (2)
	146

	P.R
	99* (2)
	46* (0.1)
	31* (1)
	282* (6)
	39** (0.4)
	497

	G.P
	66* (3)
	32* (1)
	39* (3)
	148* (7)
	n.d
	285


Tabla B.IV.13: Aldehídos identificados en los quesos Reggianito y grana italianos por SPME-GC-FID y SPME-GC-MS; área de los picos y áreas totales.

Las áreas informadas corresponden a unidades arbitrarias x103
n.d. No detectado. Para compuestos con áreas menores a 5 x103
* Identificado por GC-FID utilizando estándares de referencia y/o datos de bibliografía

** Identificado por GC-FID y GC-MS

Los valores entre paréntesis corresponden a los valores de SD de un duplicado de análisis

P.R: Parmigiano Reggiano   G.P: Grana Padano

En los quesos grana italianos el grupo de los aldehídos presentó bajos valores de áreas respecto a muchas muestras de quesos Reggianito y aunque se identificaron los mismos aldehídos el 2-butenal resultó mayoritario.

A los efectos de una mejor visualización de los resultados cuantitativos que se presentan en la Tabla B.IV.13, en los Gráficos B.IV.37 a B.IV.38 se muestran los valores de las áreas del acetaldehído y del 3-metilbutanal en las distintas muestras.



Gráfico B.IV.37: Áreas promedio del acetaldehído en las distintas muestras de quesos tipo grana


Gráfico B.IV.38: Áreas promedio del 3-metilbutanal en las distintas muestras de quesos tipo grana

Importancia de los aldehídos en quesos tipo grana

A través de la aplicación de la olfactometría se han identificado una serie de aldehídos de importancia en el flavor global de los quesos grana tales como 2-metilbutanal (Qian & Reineccius, 2002a; 2002b; 2003a; 2003b), 3-metilbutanal (Qian & Reineccius, 2002a; 2002b; 2003b; 2003b; Boscaini et al., 2003), 2-butenal (Qian & Reineccius, 2002a), 2,4-hexadienal (Qian & Reineccius, 2002a), feniletanal (Qian & Reineccius, 2002a; 2003a), 2-metilpropanal (Qian & Reineccius, 2003b), nonanal (Moio & Addeo, 1998) y acetaldehído (Qian & Reineccius, 2003b). 

Algunos aldehídos tales como el acetaldehído, 2-metilbutanal, 3-metilbutanal, 2-metilpropanal, y 2-butenal contribuyen al aroma del queso Parmigiano Reggiano con notas a malta (malty) y a vegetales verdes (green) (Qian & Reineccius, 2003b). El feniletanal aporta notas a néctar de flores (floral honey-like). 

Presencia de aldehídos en quesos tipo  grana de otros orígenes

En quesos Parmigiano Reggiano, Barbieri et al. (1994) informaron un 2% de áreas cromatográficas totales correspondientes a los aldehídos, encontrando diferencias significativas en el contenido de acetaldehído en quesos elaborados en invierno y verano. Identificaron una amplia gama de este grupo de compuestos entre los que se encontraron aldehídos lineales (pentanal, hexanal, nonanal), ramificados (2-metilpropanal, 2-metilbutanal y 3-metilbutanal), aromáticos (benzaldehído, etc.) y no saturados (2-butenal, 2-pentenal, 2-heptenal, etc.). Un espectro similar de compuestos fue reportado por Careri et al. (1994) y Qian & Reineccius (2002a). Bellesia et al. (2003) identificaron 2-metilbutanal, 3-metilbutanal, nonanal, 2-butenal, benzaldehído y feniletanal y Lee et al. (2003) aislaron benzaldehído y feniletanal.

De acuerdo a la información disponible sobre la presencia de aldehídos en quesos grana italianos, se observó que en los quesos Reggianito se identificaron algunos de los aldehídos más representativos del perfil de compuestos de los quesos tipo grana y de mayor impacto en el flavor.

B.IV.1.2.1.6. Compuestos pertenecientes a otros grupos químicos
Compuestos del grupo de los hidrocarburos (1,3-pentadieno, xilenos), terpenos (limoneno), compuestos nitrogenados (2,6-dimetilpirazina) y lactonas ((-hexalactona) también se identificaron en las muestras analizadas, presentando bajos valores de áreas, y constituyendo por lo tanto una fracción minoritaria del perfil de compuestos (Tabla B.IV.14). Particularmente el 1,3-pentadieno y la (-hexalactona se presentaron en la mayoría de los quesos Reggianito pero no se encontraron en los quesos grana italianos.

	muestras
	1,3-pentadieno
	p-xileno
	m-xileno
	limoneno
	2,6-dimetil pirazina
	(-hexalactona
	Totales

	RAI
	52* (5)
	30* (2)
	n.d
	6* (0.6)
	n.d
	16* (2)
	104

	RAIII
	113* (1)
	20* (1)
	9* (0.3)
	5* (0.2)
	201* (0.7)
	6* (1)
	354

	RBI
	79* (3)
	14* (2
	n.d
	n.d
	26* (0.9)
	20* (1)
	139

	RBII
	74* (0.9)
	n.d
	n.d
	n.d
	19* (1)
	9* (0.7)
	102

	RBIII
	51* (2)
	n.d
	19* (0.1)
	16* (1)
	29* (0.6)
	n.d
	115

	RCI
	80* (5)
	9* (1)
	n.d
	n.d
	5* (0.6)
	14* (2)
	108

	RCII
	28* (0.8)
	n.d
	n.d
	n.d
	n.d
	5*  (0.6)
	33

	RCIII
	65* (0.6)
	n.d
	n.d
	n.d
	n.d
	16* (1)
	81

	RDI
	10* (2)
	n.d
	n.d
	39** (0.3)
	20* (0.4)
	15* (2)
	84

	RDII
	23* (0.8)
	31** (0.9)
	85** (2)
	n.d
	53** (2)
	16* (0.9)
	208

	REI
	37* (3)
	22* (0.5)
	62* (0.8)
	94** (1)
	55* (0.4)
	13* (1)
	283

	REII
	48* (0.5)
	107** (3)
	285** (2)
	n.d
	45** (0.9)
	13* (0.6)
	498

	REIII
	196* (12)
	n.d
	9* (0.4)
	11* (1)
	n.d
	n.d
	216

	RFII
	25* (3)
	n.d
	n.d
	22* (0.1)
	n.d
	8* (0.7)
	55

	RFIII
	30* (0.6)
	21* (0.1)
	47* (5)
	31* (3)
	153* (7)
	15* (2)
	297

	P.R
	n.d
	n.d
	20* (0.9)
	n.d
	26* (3)
	n.d
	46

	G.P
	n.d
	n.d
	6* (0.3)
	n.d
	27* (1)
	n.d
	33


Tabla B.IV.14: Otros compuestos identificados en los quesos Reggianitos y grana italianos por SPME-GC-FID y SPME-GC-MS; área de los picos y áreas totales

Las áreas informadas corresponden a unidades arbitrarias x103
n.d. No detectado. Para compuestos con áreas menores a 5 x103
* Identificado por GC-FID utilizando estándares de referencia y/o datos de bibliografía

** Identificado por GC-FID y GC-MS

Los valores entre paréntesis corresponden a los valores de SD de un duplicado de análisis

P.R: Parmigiano Reggiano   G.P: Grana Padano

Importancia de los compuestos pertenecientes a otros grupos químicos en quesos tipo grana

Algunos compuestos azufrados y nitrogenados se han señalado como compuestos claves de aroma en los quesos tipo grana. 

Entre los compuestos de azufre se consideran de importancia en el flavor global, el dimetilsufuro (Boscaini et al., 2003), metional (Moio & Addeo, 1998; Boscaini et al., 2003), metanotiol (Frank et al., 2004) y dimetiltrisulfuro (Frank et al., 2004). El metional aporta notas a papas cocidas (cooked potatoes), el dimetilsufuro notas a azufre u olor a repollo (cabbage), el metanotiol notas a repollo fermentado (fermented cabbage) y el dimetiltrisulfuro notas a ajo (garlic) y a especias (spicy).

Dentro de los compuestos nitrogenados, de mucha importancia resultan las pirazinas. Se consideran importantes contribuyentes de las notas a nueces (nutty) o granos tostados (roast grain) de los quesos tipo grana y entre ellas pueden mencionarse las metilpirazinas tales como la 2,3-dimetilpirazina (Qian & Reineccius, 2002a; Frank et al., 2004), la 2,5-dimetilpirazina (Frank et al., 2004), la 2,6-dimetilpirazina (Qian & Reineccius, 2002a; Frank et al., 2004) y la trimetilpirazina (Frank et al., 2004). 

En el caso de los hidrocarburos, una amplia diversidad se han aislado en estos quesos, pero se ha indicado que no hacen una contribución al aroma del mismo (Qian & Reineccius, 2002a; Frank et al., 2004).

Presencia de compuestos pertenecientes a otros grupos químicos en quesos tipo grana de otros orígenes

Hidrocarburos: En Parmigiano Reggiano, Barbieri et al. (1994) y Careri et al. (1994), identificaron 23 hidrocarburos, entre los que se destacaron hidrocarburos lineales (n-hexano, n-heptano, n-octano, etc.) y aromáticos (benceno, tolueno, o-xileno, m-xileno y p-xileno, naftaleno, etc.). Qian & Reineccius (2002a) señalaron la presencia de distintos compuestos aromáticos en la fracción neutra de destilados de estos quesos tales como los xilenos y Lee et al. (2003) reportaron la presencia de 1,3-pentadieno. Frank et al. (2004) identificaron alquilbencenos (tolueno, etilbenceno, xilenos, estireno, etc.) en muestras de Parmigiano Reggiano y Grana Padano.

Terpenos: El limoneno se detectó junto a otros terpenos en muestras de Parmigiano Reggiano (Barbieri et al., 1994; Careri et al., 1994; Bellesia et al., 2003).

Compuestos nitrogenados: Barbieri et al. (1994), Careri et al. (1994), Qian & Reineccius (2002a) y Frank et al. (2004) reportaron la presencia de distintas pirazinas en muestras de Parmigiano Reggiano entre las cuales se encontró la 2,6-dimetilpirazina.

Compuestos de azufre: Frank et al. (2004) identificaron más de 14 compuestos de S en estos quesos dentro de los cuales se encontraron el metanotiol, metional, dimetilsulfuro, dimetildisulfuro y dimetiltrisulfuro.

De la amplia gama de compuestos pertenecientes a distintas familias químicas, que se han informado presentes en los perfiles de compuestos de quesos grana italianos, unos pocos se identificaron en las muestras de quesos Reggianito analizadas. Como en los quesos azules, ésto estaría asociado principalmente a las muy bajas concentraciones en las que se encuentran presentes muchos de estos compuestos y/o a la baja selectividad de la fibra por los mismos. 

B.IV.1.2.2. COMPOSICIÓN FISICOQUÍMICA 

B.IV.1.2.2.1. Estudio de los distintos parámetros de composición fisicoquímica en las muestras analizadas

En la Tabla B.IV.15 se detallan los valores individuales de los distintos parámetros de composición físicoquímica de las 17 muestras de quesos tipo grana analizadas, los valores promedios y sus desviaciones estándar. Una comparación de los valores promedios con los datos que se encuentran publicados en quesos de esta variedad se realiza a continuación. 

	muestras
	pH
	Humedada
	E. Secoa
	Grasaa
	Grasa

(b.s)b
	NaCla
	NaCl

(s/h)c
	Ntotala
	NTotal

(b.s)b
	Proteína

(b.s)b

	RAI
	5.3
	30.4
	69.6
	28.9
	41.5
	1.5
	4.9
	5.4
	7.8
	49.7

	RAIII
	5.5
	32.2
	67.8
	30.9
	45.6
	2.2
	6.7
	4.7
	6.9
	43.9

	RBI
	5.4
	33.5
	66.5
	25.8
	38.8
	1.2
	3.6
	5.4
	8.1
	52.6

	RBII
	5.3
	32.8
	67.2
	24.5
	36.5
	2.2
	6.6
	5.7
	8.5
	54.4

	RBIII
	5.5
	32.0
	68.0
	24.4
	35.9
	2.3
	7.1
	5.7
	8.4
	53.4

	RCI
	5.3
	34.4
	65.6
	26.9
	41.0
	1.0
	3.0
	4.7
	7.2
	45.6

	RCII
	5.3
	34.9
	65.1
	29.5
	45.3
	2.1
	6.1
	4.9
	7.5
	47.8

	RCIII
	5.4
	35.0
	65.0
	29.0
	44.6
	2.3
	6.7
	4.6
	7.1
	45.3

	RDI
	5.4
	33.5
	66.5
	28.1
	42.3
	2.5
	7.5
	4.8
	7.2
	45.7

	RDII
	5.4
	32.6
	67.4
	27.9
	41.4
	2.1
	6.5
	5.0
	7.3
	46.9

	REI
	5.3
	35.3
	64.7
	24.0
	37.1
	2.2
	6.1
	5.0
	7.8
	49.8

	REII
	5.4
	32.6
	67.4
	24.2
	35.9
	2.2
	6.7
	5.0
	7.5
	47.7

	REIII
	5.5
	33.4
	66.6
	26.6
	39.9
	2.1
	6.3
	5.3
	7.9
	50.6

	RFII
	5.3
	29.4
	70.6
	30.7
	43.5
	3.2
	11.0
	4.8
	6.9
	43.8

	RFIII
	5.4
	32.2
	67.8
	30.2
	44.6
	2.6
	8.2
	4.6
	6.8
	43.4

	Promedio
	5.4
	32.9
	67.1
	27.4
	40.9
	2.1
	6.5
	5.0
	7.5
	48.1

	SD.
	0.1
	1.6
	1.6
	2.4
	3.5
	0.5
	1.9
	0.4
	0.5
	3.6

	P.R
	5.3
	29.5
	70.5
	30.3
	42.7
	1.6
	5.9
	5.1
	7.3
	46.5

	G.P
	5.7
	29.7
	70.3
	27.3
	39.0
	1.6
	5.4
	5.6
	8.0
	51.1


Tabla B.IV.15: Composición físicoquímica de las muestras de queso tipo grana

a: Valores expresados como g por 100g de muestra

b: Valores expresados como g por 100g de materia seca. 

c: Valores de NaCl expresados como g de NaCl por 100g de humedad.

· pH

El valor promedio de pH en las muestras de queso Reggianito fue de 5.4±0.1, con un rango muy estrecho de valores individuales entre 5.3 y 5.5 (Tabla B.IV.15). 

En el caso de los quesos Parmigiano Reggiano y Grana Padano se han informado valores de 5.5-5.6 y de 5.4-5.5, respectivamente (Battistotti & Corradini, 1993; Gobbetti & Di Cagno, 2002). Un valor de pH ligeramente inferior para el Parmigiano Reggiano y levemente superior para el Grana Padano se encontró en las dos muestras analizadas.

Por otra parte, en el caso de los quesos Reggianito el valor promedio de pH fue similar al informado en los quesos italianos.

· Humedad

El valor promedio de humedad en las muestras analizadas fue de 32.9±1.6%, con un rango de valores individuales entre el 29.4% y 35.3% (Tabla B.IV.15). Este parámetro se encontró dentro de lo establecido por la Legislación Argentina para esta variedad (hasta 35.9% en quesos de baja humedad). 

En quesos Parmigiano Reggiano y Grana Padano se han informado valores de humedad próximos al 31.0% y 32.0%, respectivamente (Battistotti & Corradini, 1993; Careri et al., 1996; Gobbetti & Di Cagno, 2002). Algunas diferencias en el contenido de

humedad en los quesos Parmigiano Reggiano se han observado dependiendo de la época de elaboración (Careri et al., 1996). Los valores encontrados en los dos quesos italianos fueron ligeramente inferiores a los que se han informado en esta variedad mientras que en el caso de los quesos Reggianito los valores promedio de humedad resultaron próximos al del Grana Padano.

· Contenido de sal

El contenido de NaCl (g/100g de queso) en las muestras de quesos Reggianito tuvo un valor promedio en 2.1±0.5% (Tabla B.IV.15). Expresado como sal en la humedad, el valor fue de 6.5±1.9%, con un amplio rango de valores individuales (entre 3.0% y 11.0%).

En quesos Parmigiano Reggiano y Grana Padano se han informado valores en torno a 1.4% y 1.7% (g/100g de queso), respectivamente (Battistotti & Corradini, 1993; Careri et al., 1996; Gobbetti & Di Cagno, 2002), los cuales fueron próximos a los encontrados en las dos muestras analizadas. Sin embargo en los quesos Reggianito los niveles de sal fueron superiores a los quesos italianos.

· Materia Grasa 

El valor promedio de materia grasa (g/100g de queso) en las muestras de quesos Reggianito fue de 27.4±2.4%. Expresado en base seca, el contenido de grasa alcanzó un valor promedio de 40.9±3.5%, con un rango de valores individuales entre 35.9% y 45.6% (Tabla B.IV.15). Este parámetro se encontró dentro de los valores establecidos por la Legislación Argentina para esta variedad (mínimo de 32g de materia grasa por 100g de extracto seco).

En quesos Parmigiano Reggiano y Grana Padano se han informado valores promedios de 28.4(3% y 27.0(3% (g/100g de queso), respectivamente, (Caboni et al., 1990; Careri et al.; 1996; Battistotti & Corradini, 1993; Gobbetti & Di Cagno, 2002), encontrándose las dos muestras analizadas de quesos grana italianos y los quesos Reggianito dentro de estos rangos. 

· Proteínas

El contenido de proteínas en los quesos Reggianito presentó un valor promedio de 32.2±2.5% (g/100g de queso) o 48.1±3.6% (g/100g de materia seca), con un rango de valores individuales entre 43.4% y 54.4% (g/100g de materia seca) (Tabla B.IV.15). 

En quesos Parmigiano Reggiano y Grana Padano se han informado valores promedios entre el 31% y el 33% (g/100g de queso) (Careri et al., 1996; Battistotti & Corradini, 1993; Gobbetti & Di Cagno, 2002), los cuales fueron similares a los quesos analizados.

B.IV.1.2.2.2. Estudio de los distintos parámetros de composición fisicoquimica dentro de una misma marca y entre marcas diferentes 

Los valores promedio de los parámetros de composición físicoquímica (pH, humedad, grasa, NaCl y proteína) considerando las distintas marcas de quesos Reggianito se presentan en los Gráficos B.IV.39 a B.IV.43.

En dichas gráficas también es posible observar la variabilidad (SD) de las muestras dentro de las marcas analizadas. 


Gráfico B.IV.39: Valores promedio de pH y SD de las distintas marcas de quesos Reggianito


Gráfico B.IV.40: Valores promedio de humedad y SD de las distintas marcas de quesos Reggianito 


Gráfico B.IV.41: Valores promedio de grasa (b.s) y SD de las distintas marcas de quesos Reggianito


Gráfico B.IV.42: Valores promedio de NaCl (s/h) y SD de las distintas marcas de quesos Reggianito


Gráfico B.IV.43: Valores promedio de proteína (b.s) y SD de las distintas marcas de quesos Reggianito 

En el caso del pH (Gráfico B.IV.39), la materia grasa (Gráfico B.IV.41) y el contenido de proteínas (Gráfico B.IV.43), la magnitud de la SD indica que las muestras pertenecientes a una marca comercial no presentaron grandes diferencias en sus valores. 

En el caso de la humedad (Gráfico B.IV.40) y los niveles de cloruro de sodio (Gráfico B.IV.42), algunas marcas en particular presentaron importantes diferencias en los valores de las muestras individuales. 

La aplicación de ANOVA no indicó diferencias estadísticamente significativas (para P(0.05 y tampoco para P(0.10) entre los valores medios de pH y de NaCl (s/h) entre las distintas marcas, pero sí entre los valores medios de humedad, grasa (b.s) y proteína (b.s) (para P(0.05).

La aplicación del test de mínimas diferencias (LSD) permitió establecer las marcas que presentaron diferencias significativas (P(0.05), para cada uno de estos parámetros. En el caso de la humedad, los valores medios de las marcas RA y RF presentaron una diferencia significativa de las marcas RC y RE. Los contenidos promedios de grasa de los quesos de las marcas B y E resultaron diferentes de las marcas RA, RD, RC y RF. Respecto de la proteína, el test indicó que el valor promedio de la marca RB resultó diferente al de las restantes marcas, y dentro de este último grupo las marcas RE y RF presentaron diferencias entre ellas.

B.IV.1.2.3. PROTEÓLISIS

B.IV.1.2.3.1. Estudio de las distintas fracciones nitrogenadas en las muestras analizadas

Los valores individuales, promedios y desviaciones estándar de las distintas fracciones nitrogenadas (NS-pH 4.6/NT (%), NS-TCA/NT (%) y NS-PTA/NT (%)) correspondientes a las quince muestras de quesos Reggianito y a las dos muestras de quesos grana italianos se detallan en la Tabla B.IV.16.
	muestras
	NS-pH4.6/NTa
	NS-TCA/NTa
	NS-PTA/NTa

	RAI
	15.1
	13.6
	8.1

	RAIII
	16.2
	12.8
	8.4

	RBI
	12.6
	10.8
	6.6

	RBII
	21.4
	19.9
	12.4

	RBIII
	16.2
	14.6
	9.5

	RCI
	14.9
	13.0
	7.9

	RCII
	19.1
	16.4
	9.6

	RCIII
	17.7
	14.9
	8.2

	RDI
	22.9
	19.1
	12.6

	RDII
	23.2
	20.8
	12.9

	REI
	24.6
	22.4
	13.9

	REII
	21.6
	18.8
	11.1

	REIII
	20.4
	17.4
	11.2

	RFII
	18.0
	14.5
	8.9

	RFIII
	13.4
	10.6
	6.1

	Promedio
	18.5
	16.0
	9.8

	SD
	3.8
	3.6
	2.4

	P.R
	36.0
	33.7
	17.7

	G.P
	29.9
	26.2
	16.6


Tabla B.IV.16. Fracciones nitrogenadas de las muestras de queso tipo grana

             aValores expresados como g por 100g de NT

· N soluble a pH 4.6

El valor promedio de NS-pH 4.6/NT (%) en las muestras de quesos Reggianito fue de 18.5(3.8%, con valores individuales en el rango entre 12.6% y 24.6% (Tabla B.IV.16). 

En el caso de los quesos grana italianos se han informado valores del 32% y 34% en Parmigiano Reggiano y Grana Padano, respectivamente (Battistotti & Corradini, 1993; Gobbetti & Di Cagno, 2002). Careri et al. (1996) encontraron en muestras de quesos Parmigiano Reggiano valores entre el 30% y 37%, dependiendo de la época del año. Por ejemplo, los quesos elaborados en invierno presentaron mayores niveles de NS que los quesos elaborados en las otras estaciones. Los valores de las dos muestras de quesos italianos analizadas estuvieron en este rango.

· Nsoluble en TCA (N no proteico)

El contenido promedio de NS-TCA/NT (%) en las muestras de quesos Reggianito fue de 16.0(3.6%, con valores individuales en el rango de 10.6% y 22.4% (Tabla B.IV.16). 

En muestras de Parmigiano Reggiano se han informado valores entre el 29% y el 34% (Careri et al., 1996), presentado la muestra analizada de este queso un valor ligeramente superior.

· Nsoluble en PTA

El valor promedio de NS-PTA/NT (%) en las muestras de queso Reggianito fue de 9.8(2.4%, con valores individuales en el rango entre el 6.1% y el 13.9% (Tabla B.IV.16). 

La muestra analizada de Parmigiano Reggiano en el presente estudio presentó un valor ligeramente inferior al informado por Careri et al. (1996) en estos quesos (entre el 19% y 24%).

De acuerdo a los valores que se encuentran reportados para los quesos grana italianos y a los obtenidos en el presente estudio, se observó que los quesos Reggianito presentaron valores claramente inferiores de las distintas fracciones nitrogenadas lo cual indicaría un proceso de maduración menos acentuado.

B.IV.1.2.3.2. Estudio de las distintas fracciones nitrogenadas dentro de una misma marca y entre marcas diferentes 

Los valores promedio y de desviación estándar (SD) de las distintas fracciones nitrogenadas considerando las distintas marcas de quesos Reggianito se presentan en los Gráficos B.IV.44 a B.IV.46. 


Gráfico B.IV.44: Valores promedio de NS pH 4.6/NT (%) y SD de las distintas marcas de quesos Reggianito 


Gráfico B.IV.45: Valores promedio de NS-TCA/NT (%) y SD de las distintas marcas de quesos Reggianito


Gráfico B.IV.46: Valores promedio de NS-PTA/NT (%) y SD en las distintas marcas de quesos Reggianito

De acuerdo a los valores de SD se observó que particularmente algunas de las marcas (RB, RE y RF) presentaron una alta variabilidad en los valores individuales para las distintas fracciones nitrogenadas. 

La aplicación de ANOVA a los valores medios de las distintas fracciones reveló diferencias estadísticamente significativas entre las distintas marcas de quesos (P(0.10 en el caso de la fracción soluble a pH 4.6 y en TCA y P(0.05 en el caso de la fracción soluble en PTA). 

La aplicación del test de mínimas diferencias (LSD) permitió establecer las marcas que presentaron diferencias significativas en las distintas fracciones nitrogenadas. En el caso de las tres fracciones nitrogenadas el test indicó que los valores medios de las marcas RE y RD fueron diferentes respecto de las restantes marcas. 

B.IV.1.2.4. LIPÓLISIS

B.IV.1.2.4.1. Estudio del perfil de AGL en las muestras analizadas

En la Tabla B.IV.17 se muestran las concentraciones individuales y totales de los AGL (mg/Kg de queso), los valores promedio y las desviaciones estándar para las distintas muestras de queso analizadas. 

	muestras
	C4:0
	C6:0
	C8:0
	C10:0
	C12:0
	C14:0
	C16:0
	C18:0
	C18:1
	C18:2
	Totales**

	RAI
	48
	58
	37
	79
	89
	222
	585
	236
	606
	96
	2056

	RAIII
	30
	37
	38
	87
	94
	281
	697
	250
	837
	93
	2444

	RBI
	40
	33
	30
	78
	88
	208
	511
	195
	485
	71
	1741

	RBII
	41
	49
	36
	87
	93
	340
	703
	222
	858
	132
	2562

	RBIII
	28
	41
	36
	94
	103
	221
	511
	172
	568
	83
	1857

	RCI
	40
	26
	23
	61
	67
	221
	493
	197
	474
	80
	1681

	RCII
	29
	17
	16
	40
	46
	139
	344
	147
	345
	62
	1187

	RCIII
	31
	21
	17
	44
	50
	154
	396
	178
	430
	72
	1394

	RDI
	54
	35
	301
	79
	86
	236
	614
	249
	635
	92
	2112

	RDII
	33
	24
	24
	58
	61
	248
	531
	212
	523
	95
	1809

	REI
	36
	25
	23
	60
	66
	203
	500
	197
	600
	88
	1798

	REII
	40
	26
	24
	56
	61
	228
	505
	228
	589
	102
	1861

	REIII
	26
	22
	20
	41
	45
	159
	476
	182
	436
	72
	1479

	RFII
	53
	54
	44
	99
	124
	389
	1050
	431
	1355
	211
	3810

	RFIII
	50
	30
	25
	59
	71
	208
	617
	254
	553
	69
	1936

	Promedio*
	39
	33
	28
	68
	76
	230
	569
	223
	620
	95
	1982

	SD
	9
	12
	8
	19
	23
	66
	165
	66
	246
	36
	621

	P.R
	808
	420
	352
	652
	549
	2254
	5939
	1640
	4080
	592
	17286

	G.P
	171
	97
	82
	145
	134
	547
	1528
	466
	1454
	254
	4879




Tabla B.IV.17: Perfil de ácidos grasos libres (mg/Kg de queso) de las muestras de quesos tipo grana

                                         *Promedio de los AGL individuales y SD 

                                         **Suma de los AGL individuales (AGLT), valor promedio y SD

El valor promedio de lipólisis (AGLT) en los quesos Reggianito fue de 1982±621mg/Kg de queso. El queso RCII presentó el menor valor de lipólisis (1187mg/Kg de queso) y el queso RFII el mayor valor (3810mg/Kg de queso). 

En quesos Reggianito de 180 días de maduración se han informado valores de lipólisis de 2400mg/Kg de queso (Sihufe et al., 2007) y 1818mg/Kg de queso (Perotti et al., 2008b). 

Los quesos grana italianos se caracterizan por tener una lipólisis más acentuada en razón del largo tiempo de maduración y del uso de leche cruda en la elaboración (Battistotti & Corradini, 1993).

En el caso de los quesos Parmigiano Reggiano con tiempos de maduración entre 22 y 24 meses se han informado valores medios de AGL en torno a los 5000mg/Kg de queso (Caboni et al., 1990). En los quesos italianos analizados en el presente estudio, la muestra de Grana Padano se encontró en torno a estos niveles pero en el caso del Parmigiano Reggiano, los valores globales de lipólisis fueron considerablemente más altos, lo cual podría deberse al hecho que de acuerdo al proveedor, el queso tenía un tiempo de maduración de tres años. 

Por otra parte se pudo observar que los quesos Reggianito presentaron valores de lipólisis considerablemente más bajos que los quesos italianos, particularmente respecto al Parmigiano Reggiano.

La representación de los valores promedio de los AGL individuales (C4:0 a C18:2) de las 15 muestras de quesos Reggianito y los valores encontrados en los quesos Parmigiano Reggiano y Grana Padano (Gráfico B.IV.47) reveló perfiles muy similares desde un punto de vista cualitativo para los tres quesos. Los AGL más abundantes fueron los ácidos palmítico (C16:0), oleico (C18:1), mirístico (C14:0) y esteárico (C18:0). Estudios del perfil de lipólisis realizados en quesos Reggianito (Sihufe et al., 2007; Perotti et al., 2008a) y Parmigiano Reggiano (Caboni et al., 1990) han mostrado resultados similares.


Gráfico B.IV.47: Concentraciones promedio de los AGL individuales (mg/Kg de queso) de las muestras de quesos tipo grana 

B.IV.1.2.4.2. Estudio de los valores de lipólisis dentro de una misma marca y entre marcas diferentes

Los valores promedio de los AGLT (suma de los ácidos grasos de C4:0 a C18:2) en los quesos Reggianito considerando las distintas marcas se muestran en el Gráfico B.IV.48. En el mismo se visualiza las importantes variaciones (SD) en los valores de lipólisis que presentaron las muestras de la marca RF. 

La aplicación de ANOVA no evidenció una diferencia estadísticamente significativa en los valores de lipólisis entre las distintas marcas para P (0.05 y tampoco para P (0.10.


Gráfico B.IV.48: Concentraciones promedio de los AGLT (suma de los ácidos grasos de C4:0 a C18:2) de las distintas marcas de quesos Reggianito 

B.IV.1.2.5. ANÁLISIS SENSORIAL

En los Gráficos estrella B.IV.49 a B.IV.54 se presentan los valores promedio de los distintos atributos sensoriales de los quesos correspondientes a cada una de las marcas analizadas.


Gráfico B.IV.49.: Gráfico de estrella de los valores promedio de los distintos atributos sensoriales evaluados en las muestras de quesos Reggianito de la marca RA.


Gráfico B.IV.50: Gráfico de estrella de los valores promedio de los distintos atributos sensoriales evaluados en las muestras de quesos Reggianito de la marca RB.


Gráfico B.IV.51: Gráfico de estrella de los valores promedio de los distintos atributos sensoriales evaluados en las muestras de quesos Reggianito de la marca RC.


Gráfico B.IV.52: Gráfico de estrella de los valores promedio de los distintos atributos sensoriales evaluados en las muestras de quesos Reggianito de la marca RD.


Gráfico B.IV.53: Gráfico de estrella de los valores promedio de los distintos atributos sensoriales evaluados en las muestras de quesos Reggianito de la marca RE.


Gráfico B.IV.54: Gráfico de estrella de los valores promedio de los distintos atributos sensoriales evaluados en las muestras de quesos Reggianito de la marca RF.

Los distintos atributos evaluados en los quesos Reggianito obtuvieron en general buenas puntuaciones, lo que indicó que las muestras presentaron características organolépticas próximas a las definidas como ideales para esta variedad.

Los atributos de aspecto general y textura de las distintas muestras analizadas se encontraron en el rango de puntajes entre 7 y 9, en particular las muestras de las marcas RA y RB presentaron valores superiores a 8.5.

Los atributos de aroma y sabor de los distintos quesos también presentaron puntuaciones entre 7 y 9. 

En el aroma, las muestras de la marca RA obtuvieron valores próximos a 9 mientras las muestras de las marcas RC, REII y REIII alcanzaron puntuaciones inferiores a 8. 

En el atributo de sabor, las muestras de la marca RB y la muestra RDI tuvieron puntajes superiores a 8.5 mientras las muestras de las marcas RE y RF presentaron valores inferiores a 7.5. 

B.IV.2. Vías metabólicas de biosíntesis de los compuestos identificados en los quesos azules y Reggianito

B.IV.2.1. Cetonas

Todas las metilcetonas desde C3 a C11 se identificaron en las muestras de quesos azules analizadas, incluyéndose la cetona insaturada 8-nonen-2-ona. En el caso de los quesos tipo grana se identificó también la 3-hidroxi 2-butanona y el diacetilo.

En los quesos azules las metilcetonas se producen a partir de los ácidos grasos a través de una secuencia de cuatro pasos conocida como (-oxidación, en la que participan las lipasas secretadas por el Penicillium roqueforti (Patton, 1950). La formación de metilcetonas por parte del hongo se considera una reacción inusual y respondería a un mecanismo de defensa por la toxicidad que le representan las altas concentraciones de algunos ácidos grasos (Anderson & Day, 1966; Ghitti et al., 1996). 

Tanto los esporos como el micelio vegetativo de P. roqueforti son capaces de producir metilcetonas (Collins et al., 2003). Los esporos oxidan los ácidos grasos de C4 a C12, siendo el ácido octanoico el sustrato convertido más rápidamente a 2-heptanona (Anderson & Day, 1966), aunque también los hongos podrían producir metilcetonas a partir de ácidos grasos de cadena larga tales como palmítico y oleico a través de ciclos sucesivos de (-oxidación (Molimard & Spinnler, 1996). De acuerdo a Qian et al. (2002) hay estudios que han mostrado que los esporos de Penicillum roqueforti pueden sintetizar 2-heptanona y 2-nonanona a partir de los ácidos palmítico y láurico, habiéndose observado que la adición de ácido oleico a medios sintéticos produjo un incremento en los niveles de estas dos cetonas por parte de Penicillium camemberti.

Por otra parte, ciertas investigaciones también sugieren que los ácidos grasos no son los únicos precursores de metilcetonas. En este caso las mismas se formarían por acción del hongo sobre los cetoácidos que están presentes naturalmente en bajas concentraciones en la grasa de leche o que provienen de la oxidación de ácidos grasos monoinsaturados (Collins et al., 2003).

La velocidad de producción de metilcetonas se encuentra condicionada por distintos factores entre los cuales pueden mencionarse la temperatura, el pH, el estado fisiológico del hongo, la concentración de ácidos grasos y los niveles de NaCl (Collins et al., 2003; Gripon, 1993). 

En el caso particular de la propanona, aunque se considera que se forma principalmente por oxidación del ácido butanoico, también es probable que sea biosintetizada en la glándula mamaria y de allí pasar a la leche (Castillo et al., 2007).

El diacetilo y la acetoína son productos del metabolismo del citrato o de la fermentación de la lactosa por parte de las bacterias lácticas. El diacetilo puede ser convertido en acetoína y 2-butanona (McSweeney & Sousa, 2000; Marilley & Casey, 2004; Smit et al., 2005). 

La producción de 8-nonen-2-ona se vincula al metabolismo del Penicillium sobre los ácidos linoleico y linolénico (Molimard & Spinnler, 1996; Curioni & Bosset, 2002). Karahadian et al. (1985) propusieron como mecanismo de su formación una clásica decarboxilación oxidativa del ácido 9-decenoico el cual procede de la ruptura de ácidos grasos poliinsaturados. 

B.IV.2.2. Alcoholes

Una amplia gama de alcoholes lineales primarios y secundarios, ramificados y aromáticos se identificaron en las muestras de quesos tipo grana y azules.

Distintas vías metabólicas se conocen para estos compuestos, pudiendo provenir de la materia grasa, de las proteínas o de la lactosa. Las fuertes condiciones reductoras que se dan en los quesos duros pueden favorecer la rápida reducción de aldehídos y cetonas a alcoholes primarios y secundarios respectivamente (Larráyoz et al., 2001; Castillo et al., 2007).

Los alcoholes secundarios, especialmente aquellos con número impar de átomos de carbono (2-pentanol, 2-heptanol y 2-nonanol) se consideran productos de reducción de las metilcetonas, siendo el Penicillium roqueforti el responsable de esta transformación en quesos azules (Jackson & Hussong, 1958). Esta particular reacción disminuye a su vez el efecto tóxico de las metilcetonas sobre el hongo (Molimard & Spinnler, 1996; Ghitti et al., 1996). La transformación de las metilcetonas a alcoholes secundarios se produce en condiciones anaeróbicas siendo reversible bajo condiciones aeróbicas. Esta interconversión explicaría la distribución no uniforme de metilcetonas en los quesos azules durante el período de maduración (Dartey & Kinsella, 1971). 

Los alcoholes ramificados 2-metil 1-propanol y 3-metil 1-butanol son productos de reducción de aldehídos procedentes del catabolismo de los aminoácidos valina y leucina respectivamente (Urbach, 1995; McSweeney & Sousa, 2000; Larráyoz et al., 2001; Marilley & Casey, 2004). 

El etanol es un producto de reducción del acetaldehído, el cual proviene vía piruvato del metabolismo de la lactosa por parte de las LAB o del citrato (Marilley & Casey, 2004; Ziino et al., 2005), aunque también se puede formar a partir de la alanina vía degradación de Strecker (Castillo et al., 2007). Los restantes alcoholes primarios provienen de la reducción de los correspondientes aldehídos originados del metabolismo de los aminoácidos o de los ácidos grasos (Barbieri. et al., 1994; McSweeney & Sousa, 2000; Ziino et al., 2005). En el caso del 1-butanol se ha sugerido que proviene del catabolismo del piruvato y no de los aminoácidos (Casey et al., 2004). El 2,3-butanodiol se considera un producto de reducción de la acetoína que procede del metabolismo de la lactosa o del citrato (McSweeney & Sousa, 2000).

El 2-feniletanol (feniletilalcohol) procede del catabolismo de la fenilalanina vía reacción de Strecker (McSweeney & Sousa, 2000; Ziino et al., 2005). Su presencia en los quesos se ha asociado a la actividad de las levaduras (Molimard & Spinnler, 1996; Curioni & Bosset, 2002).

B.IV.2.3. Ésteres
Actualmente se sabe que la biosíntesis de ésteres en sistemas tales como los quesos puede ocurrir a través de dos mecanismos principales: esterificación y alcoholisis. La reacción de esterificación corresponde a la reacción entre un ácido y un alcohol, mientras la reacción de alcoholisis corresponde a la reacción entre un alcohol y un grupo acilo por ejemplo de acilgliceroles o de la Acil-CoA (Liu et al., 2004). Estas reacciones ocurren principalmente entre los AGL de corta y media cadena y los alcoholes que derivan de la fermentación de la lactosa o del catabolismo de los aminoácidos y ácidos grasos. El acetato de etilo y otros etilésteres también pueden ser generados a partir de la esterificación del etanol con acetil-CoA (Molimard & Spinnler, 1996; Collins et al., 2003). Estas reacciones se consideran un medio de detoxificación ya que permiten la eliminación de alcoholes y ácidos grasos tóxicos (Molimard & Spinnler. 1996).

En medios acuosos se ha observado que el rendimiento de ésteres vía alcoholisis es mucho más alto que por esterificación. Se ha propuesto por lo tanto que el principal mecanismo de biosíntesis de ésteres en medio acuoso por parte de las bacterias lácticas es la reacción de alcoholisis. En un medio ambiente donde la actividad del agua es baja tanto la esterificación como el proceso de alcoholisis pueden contribuir a la formación de ésteres tanto enzimáticamente como químicamente (Liu et al., 2004).

El proceso de biosíntesis de los ésteres por parte de los hongos tales como Penicillium es poco conocido. La abundancia de ésteres en quesos madurados por hongos sugiere que estos microorganismos estarían implicados en la producción de estos compuestos. Al menos de una forma indirecta pueden contribuir a producir alcoholes necesarios para el proceso de biosíntesis de los ésteres (Liu et al., 2004) ya que usualmente la concentración de alcohol es el factor limitante de la reacción (Holland et al., 2005). Además de las LAB y los hongos, otros microorganismos tales como levaduras y NSLAB se encuentran involucrados en la síntesis de dichos compuestos (Molimard & Spinnler, 1996; Di Cagno et al., 2003; Holland et al., 2005). 

B.IV.2.4. Aldehídos
Los aldehídos son compuestos transitorios ya que normalmente las condiciones medioambientales del queso favorecen su reducción a alcoholes. Una de las vías probables de formación de los aldehídos en los quesos es a partir del catabolismo de los aminoácidos. Al comienzo de la maduración con valores de pH más bajos los aminoácidos son decarboxilados a aminas, luego en fases posteriores de la maduración cuando el pH aumenta estas aminas son oxidadas a aldehídos vía reacción de Strecker (McSweeney & Sousa, 2000). 

Los aldehídos de cadena lineal (C4 a C10) se forman por la (-oxidación de ácidos grasos poliinsaturados, pero los aldehídos ramificados 2-metilbutanal y 3-metilbutanal derivan del catabolismo de los aminoácidos isoleucina y leucina respectivamente, por la vía de Strecker (Urbach, 1995; McSweeney & Sousa, 2000; Marilley & Casey, 2004) o por procesos enzimáticos (Curioni & Bosset, 2002; Ziino et al., 2005). En quesos azules la actividad proteolítica de Penicillium roqueforti sería responsable de la formación de 2-metilpropanal, butanal y 3-metilbutanal (Contarini & Toppino, 1995).

Los bajos niveles de aldehídos de los quesos indican un nivel de maduración óptima debido a que altas concentraciones de aldehídos pueden causar off-flavors (Coda et al., 2006).

B.IV.2.5. Ácidos  
Diversas vías bioquímicas se han propuesto para la formación de los ácidos grasos que incluyen la lipólisis, la proteólisis y la fermentación de la lactosa. 

Las enzimas con actividad lipolítica pueden liberar ácidos grasos de cadena lineal a partir de la materia grasa (desde C4 en adelante) (AGL). Las enzimas proteolíticas son responsables de la formación de ácidos grasos ramificados tales como el 2-metil propanoico y el 3-metil butanoico a partir del catabolismo de la valina y leucina, respectivamente, y de algunos ácidos lineales de corta cadena (C1 a C4) (Molimard & Spinnler, 1996). A partir de la fermentación de la lactosa también se pueden formar ácidos de corta cadena (Barbieri et al., 1994; Urbach, 1995; Marilley & Casey, 2004). El ácido etanoico, por ejemplo, se origina en distintos procesos que incluyen el catabolismo (desaminación oxidativa y decarboxilación) de los aminoácidos alanina, glicina y serina por parte de las LAB o el metabolismo del citrato o del lactato por ciertos starters mesófilos (Urbach, 1995; McSweeney & Sousa, 2000; Ziino et al., 2005). El ácido propanoico se origina principalmente a partir del metabolismo del lactato por Propionibacterium spp (Molimard & Spinnler, 1996; Ziino et al., 2005) o del metabolismo de la treonina  por LAB (Urbach, 1995).  

B.IV.2.6. Otros compuestos

La presencia en los quesos de terpenos y ciertos hidrocarburos no saturados no se encontraría relacionando con el proceso de maduración sino con la alimentación de los animales (Larráyoz et al., 2001; Barron et al., 2005; Coda et al., 2006). Los terpenos, constituyentes naturales de ciertas pasturas que consumen los animales, pueden pasar a la leche y de allí a los quesos sin modificaciones, aunque estudios más recientes sugieren que estos compuestos podrían sufrir una fermentación por parte del rumen (Addis et al., 2006). En el caso particular del hidrocarburo no saturado 1,3-pentadieno, se sabe que algunas especies de Penicillium son capaces de crecer en quesos que contienen altas concentraciones de sorbato de potasio. El hongo degrada el sorbato por un mecanismo de decarboxilación produciendo este compuesto (Man & Beuchat, 2008; Pinches & Apps, 2007). Además del Penicillium, otras especies de hongos del género Aspergillus y ciertas levaduras osmotolerantes se han informado como capaces de  producir este contaminante (Casas et al., 2004; Pinches & Apps, 2007). El ácido sórbico se utiliza ampliamente en la industria como conservante para proteger los alimentos de contra el crecimiento de hongos y levaduras. 

Los xilenos (dimetilbencenos) tienen un origen que no se encuentra totalmente dilucidado. Bosset et al. (2000) encontraron altas concentraciones de estos compuestos en muestras de quesos envueltas en material de empaque permeable al O2 que se almacenaron durante un largo tiempo en el frezzer (-20ºC). Sin embargo estos autores también sugieren que su presencia en los quesos se relaciona con el hecho de que son contaminantes ambientales, y que debido a sus propiedades lipofílicas se acumulan en la fase grasa del queso durante su almacenamiento.

La presencia de lactonas en los quesos se encuentra relacionada con la degradación de los lípidos, y como biosíntesis se ha sugerido una hidrólisis y deshidratación de los hidroxiácidos presentes naturalmente en la leche seguida de una etapa de ciclización (Gallois & Langlois, 1990; Larráyoz et al., 2001). 

Las distintas alquilpirazinas se originarían en los quesos a través de procesos químicos asociados a reacciones de Maillard (Barbieri et al., 1994).

B.IV.3. Aplicación de herramientas estadísticas multivariadas a los resultados obtenidos del análisis de las muestras de quesos
Se aplicó el método descriptivo multivariado Análisis por Componentes Principales (PCA) a fin de establecer las variables de mayor importancia en el agrupamiento de las muestras (Hair et al., 1999).

Para ello, para cada variedad de queso se construyó una matriz de datos formada por los p resultados de los análisis fisicoquímicos, lipólisis, proteólisis y compuestos volátiles realizados a q muestras.

Este estudio se llevó a cabo con la matriz de correlación debido a que las variables constituyentes de esta matriz tienen diferentes unidades, consiguiéndose con la misma centrar los datos y luego llevar a desviación estándar uno (estandarización).

· Quesos Azules

Un primer PCA se estructuró con sesenta variables (pH, humedad, grasa (b.s), proteína (b.s), NaCl (s/h), NS-pH 4.6/NT (%), NS-TCA/NT (%), NS-PTA/NT (%), AGLT, AGLV y los 50 compuestos identificados) para las 18 muestras de quesos azules. Debido a que la cantidad de variables resultó muy superior a la cantidad de muestras, se realizó una selección preliminar de aquéllas teniendo en cuenta las cargas factoriales (loadings) significativas (mayores a 0.60) de la matriz de componentes y observándose también las comunalidades (% de variancia de cada variable original conservada en las nuevas variables). De este modo se seleccionaron cuarenta y dos variables con las cuales se repitió el PCA, extrayéndose cuatro componentes principales (PC) que acumularon el 78.6% de la varianza. 

En el Gráfico B.IV.55 se muestra la representación de los loadings y scores para PC1 y PC2.



Gráfico B.IV.55: Representación de los loading y de los scores para PC1 y PC2 en los quesos azules

El análisis de las distintas gráficas de los scores para los PC seleccionados indicó que sólo hubo una tendencia clara al agrupamiento por marcas de las muestras de la marca A.

De acuerdo a la gráfica de los loadings, las variables que tuvieron mayor incidencia en PC1 fueron sobre el eje negativo el pH y los alcoholes ramificados (2-metil 1-propanol y 3-metil 1-butanol), y en el eje positivo las fracciones nitrogenadas, los AGLT y un importante número de compuestos del grupo de los alcoholes (1-propanol, 2-pentanol, 1-hexanol, 2-hexanol, 2-octanol, 2-nonanol, etc.), de las cetonas (propanona, butanona, 2-pentanona, 2-heptanona, 2-nonanona, etc.), de los ésteres (butanoato de etilo, hexanoato de etilo, hexanoato de metilo, butanoato de isoamilo, etc.) y de los ácidos (butanoico, hexanoico, pentanoico, octanoico, 3-metilbutanoico, etc). En PC2 las variables que más contribuyeron en el sentido positivo fueron los alcoholes primarios (etanol, 1-butanol, 1-propanol) y los ésteres etílicos (butanaoto de etilo, hexanoato de etilo y octanoato de etilo), mientras que en el eje negativo de mayor importancia fueron algunas metilcetonas (2-pentanona, 2-heptanona, 2-nonanona, etc.) y el feniletilalcohol.

El análisis de los scores indicó que en el eje negativo de PC1 se ubicaron las muestras de las marcas A y F y las muestras BI, BIII, CIV, DI y EIV, que parecieron formar dos grupos. En el extremo más negativo de este PC se encontraron las muestras de la marca A y las muestras BIII y EIV, que se caracterizaron particularmente por la contribución del pH y los alcoholes ramificados. En el eje positivo se ubicaron las muestras CI, CII, BII, DII y EIII. En el caso de las muestras BII y DII, éstas presentaron una mayor puntuación y se caracterizaron por una importante incidencia de las fracciones nitrogenadas, la lipólisis y los compuestos del grupo de las cetonas, alcoholes, ésteres y ácidos. En PC2 se visualizaron dos grupos de muestras, uno de ellos formado por las muestras CI, DII y EIII, caracterizado principalmente por las metilcetonas,  y el otro grupo constituído por las muestras BII y EII que se diferenciaron por la presencia de los ésteres etílicos y los alcoholes primarios.

Al analizarse los resultados de los distintos ensayos realizados en los quesos, se observó que particularmente las muestras ubicadas en el extremo más negativo de PC1 presentaron valores relativamente bajos de áreas totales de compuestos, y/o bajos valores de lipólisis y proteólisis, pH elevados y donde los alcoholes ramificados fueron una fracción de importancia en los perfiles de compuestos. El análisis sensorial indicó que la mayoría de estas muestras tuvieron menores puntuaciones para el atributo aroma. Por otro lado, las muestras que se ubicaron en el eje positivo de PC1 se caracterizaron por altos valores de lipólisis y/o proteólisis, altos valores de áreas de compuestos (principalmente metilcetonas y ácidos) y mayores puntajes sensoriales para el aroma. 

De acuerdo a esto, a lo largo de PC1 se observaría una tendencia al agrupamiento de los quesos según la intensidad con que se verificó el proceso de maduración en los mismos. Una mayor intensidad de la maduración en los quesos se asocia con mayores índices de lipólisis y proteólisis, una mayor producción de compuestos de aroma y por características organolépticas más acentuadas.

El análisis de los restantes PC no brindó información adicional de relevancia.

· Quesos tipo Grana

Un primer PCA se aplicó con las sesenta y cuatro variables obtenidas (pH, humedad, grasa (b.s), proteína (b.s), NaCl (s/h), NS-pH 4.6/NT (%), NS-TCA/NT (%), NS-PTA/NT (%), AGLT y los 55 compuestos identificados) de las quince muestras de quesos Reggianito (RA, RB, RC, RD, RE, RF) y las dos muestras de quesos grana italianos (GP y PR), a los efectos de realizar una selección preliminar de variables. De este modo se aplicó un nuevo PCA con treinta y cuatro variables seleccionadas de acuerdo a los valores de las cargas factoriales (mayores a 0.7). A partir de este análisis se extrajeron cuatro PC que explicaron el 85.1% de la varianza. 

En el Gráfico B.IV.56 se presentan los loadings y scores para PC1 y PC2.



Gráfico B.IV.56: Representación de los loading y de los scores para PC1 y PC2 en los quesos tipo grana

El análisis de los loadings para PC1 indicó que las variables de mayor incidencia correspondieron a las distintas fracciones nitrogenadas, los AGLT y un grupo importante de compuestos volátiles pertenecientes al grupo de las cetonas, alcoholes secundarios, ésteres etílicos y metílicos y ácidos de cadena lineal de átomos de carbono tales como el ácido butanoico, pentanoico, hexanoico, etc. Por su parte, en PC2 las variables con mayor peso fueron los aldehídos, el ácido acético y la materia grasa.

En la gráfica de los scores se observó que PC1 diferenció claramente los tres tipos de quesos (Reggianitos, Grana Padano y Parmigiano Reggiano), encontrándose el Parmigiano Reggiano en el extremo más positivo e indicando de este modo la importante incidencia que tuvieron en él los distintos parámetros de la maduración. Los quesos Reggianito presentaron una puntuación muy baja para PC1, ubicándose a lo largo de PC2. En el caso del queso Grana Padano, éste se ubicó en la zona intermedia de PC1 debido a los parámetros de maduración menos acentuados que el Parmigiano Reggiano, pero indicando una mayor incidencia de los mismos respecto a los quesos Reggianito.

En el sentido de PC2 se observó una tendencia a la separación de las muestras de los quesos Reggianito. En el extremo más negativo de PC2 se ubicaron las muestras de las marcas RC, RA y la muestra RFIII, caracterizadas principalmente por el ácido acético, el 2-butenal y la materia grasa, y en el sentido positivo las muestras de las marcas RB, RD, RE y la muestra RFII. Particularmente la muestra RBII presentó la mayor puntuación y se diferenció claramente de las restantes por los elevados niveles de aldehídos.

Los restantes PC no aportaron información adicional clara que permitieran un mayor grado de clasificación de las distintas muestras de quesos Reggianito, fundamentalmente por las notorias diferencias encontradas respecto a los quesos grana italianos. Por esta razón un nuevo PCA se aplicó considerando sólo las quince muestras de quesos Reggianito. 

· Quesos Reggianito

En primer lugar se construyó una matriz de datos donde se consideraron un total de 61 variables (las áreas de los 52 compuestos de aroma, los valores de los cinco parámetros de composición fisicoquímica, las tres fracciones nitrogenadas y las concentraciones de los AGLT) para seleccionar las más importantes en el caso de las muestras de quesos Reggianito (cargas factoriales mayores a 0.6). 

Con las 28 variables seleccionadas y las quince muestras de quesos se construyó la nueva matriz de datos. La aplicación de PCA a dicha matriz permitió seleccionar cuatro PC que explicaron el 76.9% de la varianza. 

La observación de las gráficas de los scores para los distintos PC indicó una cierta tendencia al agrupamiento de las muestras por marcas.

En el Gráfico B.IV.57 se muestran los loadings y scores para PC1 y PC2.

El análisis del gráfico de los loadings indicó que en el eje negativo de PC1 las variables de mayor incidencia fueron sólo la humedad y los alcoholes secundarios (2-propanol y 2-heptanol) mientras que en el eje positivo se ubicaron las cetonas (propanona, diacetilo, acetoína, heptanona, etc.), los ácidos de cadena lineal (butanoico, hexanoico, etc.), el hexanoato de isopropilo, los AGLT, el NaCl y los aldehídos (acetaldehído, 3-metilbutanal, etc.). Por otro lado, en el eje positivo de PC2 las variables más importantes fueron los ácidos de cadena ramificada, y particularmente altas puntuaciones tuvieron las tres fracciones nitrogenadas, mientras que en el eje negativo las variables con más peso en este PC fueron el ácido acético, la materia grasa y el 2-butanol.



Gráfico B.IV.57: Representación de los loading y de los scores para PC1 y PC2 en los quesos Reggianito

En la gráfica de los scores se observó que las muestras de las marcas RC, RD y RE se ubicaron en el eje negativo de PC1, formando dos grupos. Uno de ellos lo integraron las tres muestras de la marca RC, que se diferenciaron por la humedad, la grasa, los alcoholes secundarios y el ácido acético, estando el otro grupo conformado por las muestras de las marcas RD y RE, en las que las fracciones nitrogenadas y los ácidos de cadena ramificada (2-metilpropanoico y 3-metilbutanoico) tuvieron una particular contribución. En el eje positivo de PC1 se ubicaron las muestras de las marcas RA, RB y RF formando tres posibles agrupamientos. Las dos muestras de la marca A y la muestra RFIII se ubicaron en el sentido de PC2 negativo donde fueron importantes el ácido acético, la materia grasa y el 2-butanol, a diferencia de RBII y RBIII que se caracterizaron por la incidencia de compuestos del grupo de los aldehídos. En el caso particular de la muestra RFII, la misma se ubicó sobre el eje positivo de PC1 y con altas puntuaciones, indicando que la lipólisis y los compuestos del grupo de los ácidos y metilcetonas tuvieron una contribución importante. 

El análisis de los restantes PC no brindó información adicional de importancia.

De este análisis exploratorio multivariado en principio se podría concluir que existió una tendencia a la separación de las muestras por la incidencia que tuvieron los procesos de proteólisis y lipólisis en las mismas. En el PC1 se evidenció la incidencia de la lipólisis ya que la muestra con el mayor nivel de AGLT (RFII) se ubicó más alejado del origen de coordenadas donde las variables relacionadas con la lipólisis (AGLT, metilcetonas y ácidos de cadena lineal) tuvieron un mayor peso, mientras que en PC2 se observó la incidencia de la proteólisis dado que las muestras de las marcas RD y RE fueron las que tuvieron los mayores valores de las fracciones nitrogenadas y una particular contribución al perfil de compuestos de aroma de los ácidos de cadena ramificada, que resultan del catabolismo de los AA que provienen de la proteólisis.

B.IV.4. Estudio de relaciones entre parámetros de composición fisicoquímica, de lipólisis, de compuestos volátiles y de análisis sensorial
Para los quesos azules, los valores de los distintos parámetros de composición fisicoquímica, niveles de proteólisis y lipólisis, áreas de compuestos volátiles y puntajes otorgados a los distintos atributos sensoriales de los quesos analizados indicaron en general una importante variabilidad de los mismos entre las distintas marcas y entre muestras individuales. Con la aplicación de análisis por componentes principales (PCA) a las variables más significativas sólo se obtuvo algún tipo de agrupamiento entre muestras individuales, observándose que particularmente la lipólisis y los compuestos volátiles asociados con ella (metilcetonas, ácidos, etc.) serían las variables más importantes en la separación de las muestras.

Con los datos disponibles y para profundizar este aspecto, resultó de interés establecer algún tipo de asociación particular entre los perfiles de compuestos de aroma obtenidos por SPME y algunos parámetros fisicoquímicos, de lipólisis y del análisis sensorial.

Debido a que una observación inicial de los datos indicó que los compuestos mayoritarios de aroma identificados en las muestras derivaban del proceso de lipólisis se analizó la posible interrelación de los mismos con el parámetro fisicoquímico de pH, los valores de lipólisis, y de los datos del análisis sensorial sólo se consideró el atributo de aroma, descartándose los datos proteólisis y de NaCl que se encontrarían más vinculados con la textura de los quesos azules (Gripon, 1993). El atributo de aroma fue seleccionado debido a que la técnica que se empleó para la extracción de los compuestos (SPME) resultó adecuada para aislar fundamentalmente compuestos volátiles, los que tienen una mayor incidencia en el aroma. En el caso del sabor, deberían establecerse vinculaciones no solamente con grupos más específicos de compuestos como son los ácidos, sino también con el contenido de NaCl y el pH de las muestras, lo que requiere de un estudio más profundo que no se contempló en el contexto del presente trabajo.

Es importante destacar además, que en este estudio se trató de obtener a partir de un razonamiento lógico y fundamentado en conocimientos químicos, algún tipo de información que pudiese servir como guía para trabajos más específicos que podrían ser encarados en un futuro.

· Quesos Azules

· Contribución de los principales grupos de compuestos identificados en las muestras de queso azul al valor del área total.

Una primera evaluación consistió en determinar cuáles fueron los principales grupos químicos que contribuyeron al área total de los compuestos obtenida por SPME-GC-FID. Como se muestra en la Tabla B.IV.18, los compuestos del grupo de las cetonas y los ácidos representaron una fracción de importancia, con porcentajes que se encontraron aproximadamente entre el 40 y el 95%, superando en la mayoría de las muestras el 60%. Para una mejor visualización de estos resultados, en el Gráfico B.IV.58 se encuentran representados los porcentajes de estos dos grupos respecto del área total de compuestos.

Las cetonas identificadas en los quesos azules fueron del grupo de las metilcetonas y los ácidos mayoritarios correspondieron a los ácidos grasos de cadena lineal y número par de átomos de carbono, desde C4 a C12. Estos compuestos como fue señalado en el ítem B.IV.2 tienen su origen en el proceso de lipólisis. 

	Muestras
	Cetonas 
	Ácidos 
	Ésteres 
	Alcoholes 
	Otros compuestos 

	AI
	1382 (23%)
	945 (15%)
	193 (3%)
	1495 (25%)
	2073 (34%)

	AII
	1847 (20%)
	2363 (26%)
	442 (5%)
	1128 (13%)
	3315 (36%)

	AIII
	3026 (39%)
	311 (4%)
	73 (1%)
	3231 (42 %)
	1079 (14%)

	AIV
	1931 (39%)
	479 (10%)
	63 (1%)
	1835 (37%)
	659 (13%)

	BI
	20321 (82%)
	1216 (5%)
	246 (1%)
	2748 (11%)
	92 (1%)

	BII
	15896 (44%)
	9896 (27%)
	4952 (14%)
	5619 (15%)
	66 (1%)

	BIII
	11044 (65%)
	1325 (8%)
	207 (1%)
	4190 (25%)
	67 (1%)

	CI
	31911 (82%)
	4777 (11%)
	84 (1%)
	2119 (5%)
	73 (1%)

	CII
	17318 (54%)
	8746 (27%)
	2247 (7%)
	2472 (8%)
	1521 (4%)

	CIII
	8620 (34%)
	11866 (47%)
	734 (3%)
	3771 (15%)
	84 (1%)

	CIV
	14635 (59%)
	1968 (8%)
	106 (1%)
	3261 (13%)
	4563 (19%)

	DI
	13152 (54%)
	2730 (11%)
	308 (1%)
	7089 (29%)
	1329 (5%)

	DII
	25321 (62%)
	5888 (15%)
	1930 (5%)
	4491 (11%)
	2915 (7%)

	EII
	2680 (11%)
	7218 (29%)
	3142 (12%)
	4955 (20%)
	7095 (28%)

	EIII
	27998 (60%)
	11855 (25%)
	349 (1%)
	842 (2%)
	5525 (12%)

	EIV
	7182 (39%)
	2294 (13%)
	108 (1%)
	1423 (8%)
	7263 (40%)

	FIII
	19946 (71%)
	4983 (18%)
	330 (1%)
	1994 (7%)
	946 (3%)

	FIV
	8252 (33%)
	2221 (9%)
	172 (1%)
	5249 (21%)
	8992 (36%)


Tabla B.IV.18: Áreas de los distintos grupos químicos identificados en las muestras de queso azul y porcentajes de áreas de los mismos calculados respecto al área total de compuestos.


Gráfico B.IV.58: Suma de los porcentajes de las áreas de las metilcetonas y de los ácidos en las muestras de queso azul

· Relación entre los valores de lipólisis obtenidos por SE-GC-FID y los valores de áreas totales de compuestos, ácidos grasos y metilcetonas obtenidos por SPME-GC-FID

· Comparación entre los valores de AGLV obtenidos por ambas metodologías 

Teniendo en cuenta que los ácidos grasos libres volátiles (AGLV) fueron uno de los principales grupos de compuestos identificados en los quesos por SPME se analizó si existió alguna relación entre los valores de áreas (en unidades arbitrarias) de estos compuestos y los valores (en mg/Kg de queso) obtenidos a partir de la metodología de extracción por solventes (SE). Es necesario señalar que el aislamiento de los ácidos por SPME se realizó al pH del queso mientras que en la metodología de SE la separación de estos compuestos se realizó a un valor de pH próximo a 2. 

En los Gráficos B.IV.59 y B.IV.60 se presentan los valores de la suma de las áreas de los AGLV de cadena lineal y número par de átomos de carbono (C4:0 a C12:0) obtenidos por SPME-GC-FID y los valores de estos mismos compuestos cuantificados por SE-GC-FID en las distintas muestras de queso azul.


Gráfico B.IV.59: Suma de las áreas de los AGLV de cadena lineal y número par de átomos de carbono (C4:0 a C12:0) obtenidas por SPME en las muestras de queso azul


Gráfico B.IV.60: Suma de los valores de los AGLV (mg/Kg de queso) de cadena lineal y número par de átomos de carbono (C4:0 a C12:0) cuantificados por SE en las muestras de queso azul

La comparación entre ambos gráficos, para las distintas marcas de queso azul, indicó que en marcas como la B y la D, con la metodología SPME se obtuvieron mayores valores de áreas de AGLV en aquellas muestras donde de acuerdo a la SE hubo una mayor concentración de estos compuestos, mientras para las restantes marcas se observaron diferencias entre las dos metodologías particularmente notorias en las muestras de la marca C. 

Se consideraron algunos casos particulares para explicar las posibles razones de las diferencias entre los resultados de ambas metodologías. Por ejemplo, en el caso de las muestras de la marca C, el área total de AGLV de la muestra CIII resultó superior al de las muestras CI y CII, mientras que por la metodología SE se encontró que la muestra CI presentó los mayores valores de estos compuestos, y las muestras CII y CIII tuvieron valores similares. 

Como ya se indicó, una diferencia entre ambas metodologías se encuentra en los distintos valores de pH a los cuales se efectúa la extracción a partir de la muestra de queso, y como se demostró en el ítem A.IV.4.2.5, en los análisis por SPME esta variable tiene un efecto importante en los compuestos del grupo de los ácidos. Los pH menores desplazan los equilibrios de los mismos hacia sus formas no disociadas, las que son menos retenidas por la matriz y por lo tanto más liberados hacia el headspace, lo que determina una mayor adsorción en la fibra y la obtención de mayores valores de áreas para dichos compuestos.

En la Tabla B.IV.19 se muestran los valores de pH de las muestras de queso azul.

	
	Marcas de quesos azules

	
	Períodos de muestreo
	A
	B
	C
	D
	E
	F

	pH
	I
	6.3
	5.8
	6.0
	5.1
	
	

	
	II
	6.1
	5.6
	5.8
	5.3
	5.2
	

	
	III
	6.3
	5.2
	5.5
	
	5.4
	5.5

	
	IV
	6.4
	
	6.1
	
	5.9
	5.7


Tabla B.IV.19: Valores de pH de las muestras de queso azul

Si se analizan los valores de pH de las muestras CI y CIII (Tabla B.IV.19) se observa que CIII tuvo un pH inferior, lo que para la metodología de SPME representó una mayor proporción de AGLV adsorbidos en la fibra y por lo tanto un mayor valor de área. Del mismo modo, la muestra CI presentó un mayor valor de pH, lo que se tradujo en un área menor a pesar de la alta concentración de AGLV.

Este mismo razonamiento podría explicar las diferencias encontradas en las muestras EII y EIII. En este caso a pesar de las bajas concentraciones de AGLV de las muestras, su relativo bajo pH determinó que estos compuestos se vean reflejados por la SPME de una un modo muy acentuado (mayores valores de áreas).

Resultó de interés observar que incluso pequeñas variaciones de pH de los quesos parecieron incidir de modo importante en los aumentos o disminuciones de las áreas de estos compuestos, aunque podría no ser el único factor que explique las diferencias encontradas entre ambos análisis. 

· Comparación entre los valores de lipólisis totales y los valores correspondientes a las áreas de los AGLV, de las metilcetonas y áreas totales de compuestos

Debido a que los principales grupos químicos que caracterizaron los perfiles de compuestos volátiles de los quesos azules, metilcetonas y ácidos, tienen su origen en el proceso de lipólisis, se verificó la posible existencia de una relación directa entre los niveles de lipólisis totales (suma de los AGL desde C4:0 a C18:2) cuantificados por SE y los valores de áreas totales de compuestos (considerando particulamente la contribución de los AGLV y de las metilcetonas) obtenidos por SPME, dado que en principio se esperaría que una lipólisis más acentuada genere una mayor cantidad de estos compuestos de flavor.

Para analizar este aspecto en el Gráfico B.IV.61 se muestran los valores de las áreas totales de los compuestos y en el Gráfico B.IV.62 los valores de lipólisis para las distintas muestras de quesos. A fin de facilitar la comparación e interpretación de los resultados, en la Tabla B.IV.20 se presenta una clasificación arbitraria de las muestras de queso azul, de acuerdo a los niveles de lipólisis y a los valores de áreas de los AGLV, de las metilcetonas y de las áreas totales, en altos, medios, bajos y en algunos casos muy bajos.


Gráfico B.IV.61: Áreas totales de compuestos (unidades arbitrarias) de las muestras de queso azul


Gráfico B.IV.62: Valores de lipólisis (mg/Kg de queso) de las muestras de queso azul

	Muestras
	Lipólisis por SE
	Áreas de AGLV
	Áreas de metilcetonas
	Áreas totales

	AI
	B
	B
	B (-)
	B

	AII
	B
	B
	B (-)
	B

	AIII
	M
	B
	B (-)
	B

	AIV
	B
	B
	B (-)
	B

	BI
	B
	B
	M
	M

	BII
	A
	A
	M
	A

	BIII
	B
	B
	B
	B

	CI
	A
	M
	A
	A

	CII
	A
	A
	M
	A

	CIII
	A
	A
	B
	M

	CIV
	M
	B
	M
	M

	DI
	B
	B
	B-M
	M

	DII
	M
	M
	A
	A

	EII
	B
	M
	B (-)
	M

	EIII
	M
	A
	A
	A

	EIV
	B-M
	B
	B
	B-M

	FIII
	B
	M
	M
	M

	FIV
	B
	B
	B
	M


Tabla B.IV.20: Clasificación arbitraria de las muestras de queso azul en función de los valores de lipólisis y de las áreas de AGLV, metilcetonas y áreas totales de compuestos.

Lipólisis: Suma de los AGL de C4:0 a C18:2. A (alta: valores cercanos a 40000ppm); M (media: valores entre 20000 y 26000ppm); B (baja: valores cercanos a 10000ppm). 

Áreas AGLV: Suma de los AGL de C4:0 a C12:0. A (alta: valores cercanos a 9000x103 unidades de áreas); M (media: valores entre 5000 y 7000x103 unidades de áreas); B (baja: valores cercanos a 3000x103 unidades de áreas)

Áreas de metilcetonas: Suma de las áreas de las metilcetonas de C3 a C11. A (alta: valores cercanos a 25000x103 unidades de áreas); M (media: valores entre 15000 y 20000x103 unidades de áreas); B (baja: valores cercanos a 10000x103 unidades de áreas); B(-) (Muy bajas: valores menores a 3000 x103 unidades de áreas).

Areas totales: Suma de las áreas de los distintos compuestos identificados en las muestras de queso azul. A (alta: valores cercanos a 30000x103 unidades de áreas); M (media: valores entre 20000 y 30000x103 unidades de áreas); B (baja: valores menores a 15000x103 unidades de áreas).

Como puede observarse en la Tabla B.IV.20, los quesos AI, AII, AIV y BIII tuvieron niveles bajos de lipólisis y los perfiles cromatográficos se caracterizaron por bajos valores de áreas totales de compuestos, como consecuencia de los bajos valores de áreas de las metilcetonas y de los AGLV. Por otra parte, también se presentó el caso de quesos con valores de lipólisis altos que como era de esperarse se asociaron con perfiles de compuestos caracterizados por altos valores de áreas totales (CI, CII y BII). En el caso de la muestra CI una mayor contribución al área total la realizaron las metilcetonas mientras que al valor de área total de la muestra BII y CII la mayor contribución correspondió a los AGLV.

También se presentaron casos de muestras que presentaron valores de lipólisis bajos o altos y ésto no fue reflejado en el área total de compuestos. Por ejemplo, quesos como el BI, DI, EII, FIII y FIV tuvieron valores de lipólisis bajos y sin embargo las áreas totales de compuestos presentaron valores medios. Una de las razones de estas diferencias se encontró en los valores de pH por su incidencia en los ácidos, lo que explicaría el área de compuestos obtenida en la muestra EII donde hubo una clara contribución de los AGLV al área total asociado a su bajo valor de pH ya que fue muy baja la correspondiente a las metilcetonas. Sin embargo, en las muestras BI y DI la principal contribución al perfil de compuestos la realizaron las metilcetonas, por lo cual es posible pensar que en estas muestras se produjo en el curso de la maduración un importante catabolismo de los AGLV a pesar de su baja lipólisis. En el caso de la muestra FIII se habría dado una combinación de ambos factores (un relativo bajo pH y un catabolismo de los AGL a metilcetonas), mientras que la muestra FIV debería considerarse un caso especial donde la principal contribución al área total de compuestos lo realizaron otros grupos químicos.

De igual modo se puede analizar el caso de la muestra CIII que con una lipólisis elevada presentó un valor medio de área total de compuestos. Si se observa la Tabla B.IV.20, esta muestra tuvo un alto valor de área de los AGLV (favorecido en parte por un bajo valor de pH) pero el área de las metilcetonas fue bajo, tal vez por no encontrarse favorecida su formación a partir de los AGL, lo que globalmente se detectó como un área media de compuestos. Contrariamente a este caso, las muestras DII y EIII presentaron valores de lipólisis media pero los valores de áreas totales de compuestos resultaron altos. En estos casos hubo una contribución importante al área total tanto de los AGLV, favorecido por el bajo valor de pH de las muestras como de las metilcetonas.

Un análisis similar al precedente se puede realizar con las restantes muestras. 

A partir de este estudio se deduce que muestras con bajas o altas lipólisis no necesariamente se asocian con perfiles cromatográficos caracterizados por compuestos que globalmente determinan bajos o altos valores de áreas respectivamente. Siempre los resultados deberían ser analizados en función de los pH de las muestras y teniendo en cuenta que en los distintos quesos se puede encontrar favorecido o no el catabolismo de los ácidos grasos hacia la formación de metilcetonas. Otro dato importante que se obtuvo fue que las áreas totales de los compuestos estuvieron acordes a las áreas de los AGLV y de las metilcetonas.

Este hecho es muy importante porque la fibra al detectar diferencias asociadas a la composición de la matriz y del headspace de las muestras podría estar representando con mayor fidelidad el aroma que globalmente se percibe en un análisis sensorial.
· Relación entre el atributo de aroma determinado por análisis sensorial y el perfil de compuestos volátiles

Se analizó en este punto si era posible establecer alguna relación entre el puntaje dado al atributo aroma, los valores de áreas totales de compuestos y los principales grupos químicos que caracterizaron los perfiles. 

En la Tabla B.IV.21 se muestran los puntajes otorgados al aroma en las distintas muestras de quesos. 

	
	Marcas de quesos azules

	
	Períodos de muestreo
	A
	B
	C
	D
	E
	F

	Puntajes del atributo aroma
	I
	6.1
	8.9
	9.0
	8.5
	
	

	
	II
	6.2
	8.9
	9.1
	8.9
	7.2
	

	
	III
	6.8
	6.8
	8.9
	
	8.8
	8.1

	
	IV
	6.9
	
	7.5
	
	8.0
	7.1


Tabla B.IV.21: Puntuaciones promedio del atributo aroma de las muestras de queso azul

De acuerdo a los puntajes otorgados al aroma (Tabla B.IV.21), las cuatro muestras de quesos de la marca A y la muestra BIII  presentaron los menores puntajes (entre 6 y 7), indicando que se alejaron en alguna medida de lo que se consideró el aroma característico de estos quesos. Si se analizan los valores de áreas totales (Tabla B.IV.20), las mismas en todos los casos resultaron bajas. 

Por otra parte, las mayores puntuaciones en el aroma (próximas a 9) fueron las correspondieron a los quesos BI, BII, CI, CII, CIII, DII y EIII, los cuales (salvo la muestra BI) presentaron altos valores de áreas totales de compuestos y un perfil caracterizado por la presencia mayoritaria de metilcetonas y ácidos.

A partir de estos resultados se deduce que existiría alguna relación entre las áreas de los compuestos presentes en los perfiles cromatográficos obtenidos con la metodología de SPME y lo que se percibe sensorialmente, ya que se observó que los menores puntajes de aroma concordaron con bajas áreas de compuestos detectados por la SPME y por el contrario los mayores puntajes de aroma se relacionaron con valores de áreas de compuestos medios y altos. Esto indicaría que las características de aroma tal como se definieron para los quesos azules argentinos en el análisis sensorial (Tabla III.1, página 124), se relacionarían con quesos de lipólisis más acentuada y con una alta producción de compuestos volátiles, especialmente del grupo de las metilcetonas y de los ácidos.

· Quesos Reggianito

· Contribución de los principales grupos de compuestos identificados en las muestras de queso Reggianito al valor del área total
Una primera evaluación consistió en determinar los principales grupos que contribuyeron al área total de compuestos obtenidos por SPME-GC-FID. Como se muestra en la Tabla B.IV.22, en la mayoría de las muestras de queso Reggianito los compuestos del grupo de los ácidos, cetonas y alcoholes fueron los mayoritarios. En todas las muestras analizadas estos tres grupos de compuestos alcanzaron cifras superiores al 70%. En el Gráfico B.IV.63 se presentan las sumas de los porcentajes de estos tres grupos de compuestos calculados respecto al área total. Dentro de las cetonas, las metilcetonas 2-propanona, 2-pentanona+diacetilo y 2-heptanona fueron las que presentaron mayores valores de áreas en la mayoría de las muestras. Respecto de los ácidos, la principal contribución la realizaron los ácidos etanoico, butanoico y hexanoico. Del grupo de los alcoholes, en la mayoría de las muestras analizadas el etanol fue el mayoritario. 

El origen de los compuestos que presentaron mayores valores de áreas en los distintos quesos se encuentran asociadas con la lipólisis, pero en el caso del diacetilo, ácido etanoico y del etanol otras vías metabólicas que involucran a la lactosa y el lactato se vincularían con su formación.

Debido a que en los quesos Reggianito se observó una contribución al área total de compuestos que tienen su origen en otras vías metabólicas además de la lipólisis y que no hubo en las distintas muestras diferencias marcadas en los valores de lipólisis ni en el atributo sensorial del aroma, no se pudieron establecer relaciones claras entre los distintos resultados como sí se obtuvieron en los quesos azules. Por esta razón sólo se evaluaron los resultados de los AGLV obtenidos por la metodología de SPME y de SE.

	Muestras
	Cetonas
	Ácidos
	Ésteres
	Aldehídos
	Alcoholes
	Otros compuestos

	RAI
	1713 (14%)
	5982 (50%)
	730 (6%)
	1405 (12%)
	1918 (16%)
	104 (1%)

	RAIII
	1586 (13%)
	4663 (38%)
	1152 (9%)
	582 (5%)
	3961 (32%)
	354 (3%)

	RBI
	2926 (44%)
	1193 (18%)
	361 (5%)
	982 (15%)
	991 (15%)
	139 (2%)

	RBII
	2964 (35%)
	2679 (32%)
	224 (3%)
	1733 (20%)
	776 (9%)
	102 (1%)

	RBIII
	2251 (25%)
	2566 (29%)
	1924 (21%)
	1219 (14%)
	907 (10%)
	115 (1%)

	RCI
	359 (6%)
	2340 (41%)
	158 (3%)
	333 (6%)
	2434 (42%)
	108 (2%)

	RCII
	463 (6%)
	2518 (35%)
	243 (3%)
	348 (5%)
	3635 (50%)
	33 (1%)

	RCIII
	223 (3%)
	1714 (26%)
	345 (5%)
	284 (4%)
	4052 (60%)
	81 (1%)

	RDI
	1133 (19%)
	3086 (51%)
	139 (2%)
	303 (5%)
	1355 (22%)
	84 (1%)

	RDII
	613 (9%)
	3309 (47%)
	243 (3%)
	317 (4%)
	2287 (33%)
	208 (3%)

	REI
	1173 (16%)
	2287 (32%)
	481 (7%)
	680 (9%)
	2295 (32%)
	283 (4%)

	REII
	650 (8%)
	4382 (55%)
	839 (11%)
	911 (11%)
	628 (8%)
	498 (6%)

	REIII
	1366 (21%)
	1559 (24%)
	307 (5%)
	742 (11%)
	2254 (35%)
	216 (3%)

	RFII
	3808 (32%)
	4721 (40%)
	882 (7%)
	1457 (12%)
	822 (7%)
	55 (1%)

	RFIII
	1466 (16%)
	6431 (70%)
	117 (1%)
	146 (2%)
	670 (7%)
	297 (3%)


Tabla B.IV.22: Áreas de los distintos grupos químicos identificados en las muestras de queso Reggianito y porcentajes de áreas de los mismos calculados respecto al área total de compuestos.


Gráfico B.IV.63: Suma de los porcentajes de áreas de las cetonas, ácidos y alcoholes en las muestras de queso Reggianito

· Comparación entre los valores de AGLV obtenidos por SE-GC-FID y por SPME-GC-FID

Se intentó establecer si en una matriz como el queso Reggianito donde los valores de pH de las muestras se encontraron en un estrecho rango (5.3-5.5) era posible relacionar los valores de AGLV (C4:0 a C12:0) cuantificados por la metodología de extracción por solventes (SE) (Gráfico B.IV.64) con las áreas de los mismos determinadas por SPME (Gráfico B.IV.65).


Gráfico B.IV.64: Suma de los valores de los AGLV (en mg/Kg de queso) de cadena lineal y número par de átomos de carbono (C4:0 a C12:0) cuantificados por SE en las muestras de queso Reggianito


Gráfico B.IV.65: Suma de las áreas de los AGLV de cadena lineal y número par de átomos de carbono (C4:0 a C12:0) obtenidas por SPME en las muestras de queso Reggianito 

El análisis de los perfiles de AGLV obtenidos con ambas metodologías indicó una estrecha relación entre ambos grupos de resultados para la mayoría de las muestras, con buenas respuestas en la metodología SPME por los relativos bajos pH de los quesos y como se esperaba en función de lo analizado para los quesos azules. Considerando que además de mínimas diferencias de pH, otras variables pueden afectar los valores obtenidos por la SPME, el grado de concordancia observada fue aceptable para la mayoría de las muestras analizadas. Este hecho contrasta notablemente con lo observado en los quesos azules, donde las importantes variaciones de los pH se vieron reflejadas en las cantidades adsorbidas en la fibra y por lo tanto en el área resultante.
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V. Conclusiones


Con los resultados obtenidos en el presente trabajo de tesis se realizó un aporte a la caracterización de dos variedades de quesos argentinos a través del estudio de los perfiles de compuestos volátiles asociados al flavor, del análisis de la composición fisicoquímica, proteólisis, lipólisis y una evaluación informal de sus características sensoriales.

El trabajo se centró principalmente en la selección y puesta a punto de una metodología que permitiera el aislamiento de los compuestos de flavor en quesos. Esto requirió previamente evaluar distintas alternativas para escoger la más adecuada para su aplicación sistemática a muestras de quesos azules y Reggianito. 

En una primera etapa se preseleccionaron cuatro metodologías de aislamiento de los compuestos de flavor, de las cuales se estudiaron algunos aspectos operativos y la incidencia de distintas variables asociadas a las mismas para favorecer la extracción de estos compuestos de la matriz de queso.

Se seleccionó la microextracción en fase sólida (SPME) debido a una serie de ventajas observadas con respecto a las otras técnicas, tanto desde el punto de vista operativo (simplicidad y rapidez) como de las características cualitativas y cuantitativas del perfil de compuestos obtenidos a través de su aplicación. Un estudio exhaustivo de la misma permitió optimizar algunos parámetros operativos (tiempo de desorción de los compuestos adsorbidos en la fibra, tiempo de equilibrio de los compuestos de la muestra contenida en los viales, temperatura y tiempo de exposición de la fibra en el headspace de los mismos, etc.) y evaluar la incidencia de la composición de la matriz (contenido de sal, materia grasa, pH, etc.) en la liberación o retención de compuestos. Los perfiles cromatográficos obtenidos por SPME fueron fuertemente afectados, principalmente desde un punto de vista cuantitativo, por las modificaciones de ciertos parámetros operativos y  la composición de la matriz de la muestra, debiendo seleccionarse cuidadosamente las condiciones de análisis a fin de evitar algunos inconvenientes tales como los efectos de competencia y/o desplazamientos en la fibra o perfiles sesgados por la presencia mayoritaria de algunos compuestos.

La aplicación de la SPME acoplada a un detector de ionización de llama (FID) y a un espectrómetro de masas (MS) permitió la identificación de más de cincuenta compuestos en las muestras de quesos de las dos variedades estudiadas.

El perfil de compuestos de flavor de los quesos azules de origen argentino se caracterizó por la presencia mayoritaria de metilcetonas (2-pentanona, 2-heptanona y 2-nonanona), alcoholes (etanol, 2-pentanol, 2-heptanol, y 3-metil 1-butanol), ésteres (butanoato de etilo, hexanoato de etilo y butanoato de isoamilo), ácidos (butanoico, hexanoico, 3-metil butanoico) y aldehídos (3-metil butanal). Tanto la presencia de estos compuestos como la incidencia de los mismos en el aroma, fueron informados por distintos investigadores en quesos azules de distintos orígenes.

El análisis de los valores promedio de composición fisicoquímica de las muestras de queso azul indicó que los mismos presentaron valores de pH (5.7±0.4), de humedad (41.9±2.8%), de NaCl (6.3±1.3% como sal en la humedad del queso), de materia grasa (54.6±4.0% en base seca) y de proteína (35.2±2.2%) que resultaron intermedios entre los que se han informado para otros quesos azules, a excepción del pH que resultó en algunos casos más bajo que en muchas variedades de quesos europeos.

Se observó una importante variabilidad principalmente en el contenido de humedad, sal y proteínas para muestras correspondientes a una misma marca comercial. La aplicación de ANOVA a los distintos valores promedios de composición fisicoquímica indicó que sólo el pH presentó una diferencia estadísticamente significativa entre las distintas marcas.

El análisis de los valores medios de las distintas fracciones nitrogenadas, NS-pH 4.6 (39.4±7.8%), NS-TCA (35.0±9.0%) y de NS-PTA (13.9±6.0%) indicó que los mismos resultaron inferiores al de muchos quesos de origen europeo. El estudio por ANOVA de los resultados de las distintas fracciones nitrogenadas,  teniendo en cuenta las marcas de quesos, indicó que no hubo diferencias estadísticamente significativas entre ellas posiblemente asociado a la amplia variabilidad observada entre las muestras individuales en algunas marcas en particular.

Por su parte, el contenido total de AGL (20891±14644 mg/Kg de queso) resultó inferior al de muchos quesos europeos pero intermedios respecto a los valores que se han informado en quesos Gorgonzola. La amplia variabilidad en el valor de lipólisis de las distintas muestras también ha sido señalada en otros quesos azules. La aplicación de ANOVA a los valores promedios de las distintas marcas analizadas indicó la presencia de diferencias significativas entre algunas de ellas.

El perfil de compuestos de flavor de los quesos Reggianito se caracterizó principalmente por la presencia de cetonas (propanona, 2-pentanona+diacetilo y 2-heptanona), alcoholes (etanol, 2-pentanol, 2-heptanol y 3-metil 1-butanol), ésteres (acetato de etilo, butanoato de etilo, hexanoato de etilo y hexanoato de isopropilo), ácidos (etanoico, butanoico, hexanoico y 3-metil butanoico) y aldehídos (etanal, 2-metilbutanal y 3-metilbutanal). Tanto la presencia de estos compuestos como la incidencia de los mismos en el aroma, fueron reportados por distintos investigadores en quesos grana italianos, Parmigiano Reggiano y Grana Padano.

El estudio de la composición fisicoquímica de las distintas muestras indicó que los valores promedio de pH (5.4±0.1), humedad (32.9±1.6%), materia grasa (40.9±3.5% en base seca) y proteínas (48.1±3.6%) fueron más similares al Grana Padano. Particularmente el contenido de sal en la humedad (6.5±1.9%) resultó superior al de los quesos italianos. 

Se observó alguna variabilidad en la humedad y el contenido de NaCl para muestras correspondientes a una misma marca comercial. La aplicación de ANOVA a los valores promedios de los distintos parámetros de composición fisicoquímica reveló diferencias entre las marcas para la humedad, la materia grasa y el contenido de proteínas.

Los valores promedio de las distintas fracciones nitrogenadas: NS-pH 4.6 (18.5±3.8%), NS-TCA (16.0±3.6%) y de NS-PTA (9.8±2.4%), resultaron inferiores al de los quesos grana italianos. El estudio por ANOVA de los valores de estas fracciones teniendo en cuenta las marcas de quesos mostró diferencias estadísticamente significativas entre ellas y cierta variabilidad en los valores de las muestras individuales para algunas marcas en particular.

Por su parte, el contenido total de AGL (1982±621 mg/Kg de queso) resultó claramente inferior al de los quesos italianos, particularmente del Parmigiano Reggiano. La aplicación de ANOVA a los valores promedios de lipólisis considerando las distintas marcas analizadas no detectó diferencias entre éstas y sólo se observó variabilidad en los valores de las muestras individuales para una de las marcas en particular.

El análisis sensorial realizado de un modo informal indicó, de acuerdo a las puntuaciones con las que fueron evaluadas las distintas muestras de queso, que las mismas presentaron características organolépticas acordes a cada variedad.

A los efectos de evaluar de un modo multivariado los resultados de los distintos ensayos que se realizaron a las muestras de quesos azules y tipo grana se aplicó el análisis por componentes principales (PCA) a las variables más significativas. En el caso de los quesos Reggianito se observó algún tipo de agrupamiento entre las muestras de quesos por marca comercial. A través de este análisis también se diferenciaron las muestras de quesos Reggianito del Grana Padano y del Parmigiano Reggiano. En el caso de los quesos azules pudo verse una tendencia al agrupamiento de muestras individuales de acuerdo a la intensidad del proceso de maduración, dado por los niveles de proteólisis y lipólisis.

En el caso de los quesos azules, una observación preliminar de los datos obtenidos de los distintos ensayos indicó la posibilidad de establecer alguna relación más específica entre algunos valores en particular. Teniendo en cuenta que los compuestos mayoritarios (ácidos y metilcetonas) presentes en los quesos azules derivaban de la lipólisis y que los mismos tienen una alta incidencia en el aroma de los mismos, se analizó la relación entre las áreas que presentaron las metilcetonas y los ácidos en los perfiles cromatográficos, el nivel o grado de lipólisis de las mismas, el valor de pH y el puntaje sensorial del atributo aroma de las distintas muestras. Además, para el caso de los compuestos del grupo de los ácidos se consideró de interés comparar algunos resultados obtenidos por la metodología de SPME y por la metodología de extracción por solventes.

Se observó que los quesos que presentaron altas o bajas lipólisis (valores obtenidos por la metodología de extracción) no siempre se relacionaron con áreas totales bajas o altas de compuestos (obtenidos por SPME) sino que influyó el pH de las muestras y el catabolismo de los AGL hacia la formación de metilcetonas. En los valores de las áreas de los ácidos obtenidos por SPME tuvo una particular incidencia el pH, observándose quesos que con relativos bajos valores de pH presentaron altos valores de áreas de compuestos. Por otra parte, los mayores atributos sensoriales para el aroma se relacionaron con quesos que presentaron medias o altas lipólisis y áreas medias o altas de compuestos, particularmente del grupo de las metilcetonas y los ácidos.

A partir de esto se comprobó la versatilidad de la SPME para reflejar las diferencias observadas en las distintas matrices de queso azul lo cual tuvo una estrecha relación con la evaluación sensorial realizada.

En el caso de los quesos Reggianito, la menor variabilidad encontrada entre los resultados de los distintos ensayos, principalmente para los valores de lipólisis, las puntuaciones de los distintos atributos sensoriales y las áreas totales de compuestos, sumado al hecho que algunos de los compuestos que predominaron en los perfiles tienen su origen en distintas vías metabólicas, impidió analizar las posibles relaciones entre los distintos parámetros individuales como se realizó con los quesos azules.  

La alta variabilidad observada en los valores de los distintos análisis de los quesos azules, tanto entre las marcas analizadas como en las muestras pertenecientes a una misma marca comercial, se encontraría asociada a muchos factores, principalmente diferencias en las tecnologías e insumos y posiblemente en el uso de cepas de hongo con diferentes propiedades lipolíticas y proteolíticas. En el caso de los quesos Reggianito la variabilidad encontrada fue menor, lo que indicaría una mayor estandarización de los insumos y de los distintos parámetros tecnológicos por parte de las industrias. 

A partir del presente estudio y viendo la potencialidad de la SPME para la caracterización de los perfiles compuestos de aroma en distintos quesos, se espera continuar en esta línea de investigación estudiando otras variedades de quesos y analizando la evolución de los compuestos de aroma en el curso de la maduración.
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Gráfico A.IV.25: Evolución de las cetonas en diferentes quesos azules en función del tiempo de exposición de la fibra








Gráfico A.IV.26: Evolución de los alcoholes en diferentes quesos azules en función del tiempo de exposición de la fibra








Gráfico A.IV.27: Evolución de los ésteres en diferentes quesos azules en función del tiempo de exposición de la fibra 








Gráfico A.IV.28: Evolución de los ácidos en diferentes quesos azules en función del tiempo de exposición de la fibra 

















Gráfico A.IV.29: Evolución de las cetonas en diferentes quesos Reggianito en función del tiempo de exposición de la fibra 








Gráfico A.IV.30: Evolución de los alcoholes en diferentes quesos Reggianito en función del tiempo de exposición de la fibra 








Gráfico A.IV.31: Evolución de ésteres en diferentes quesos Reggianito en función del tiempo de exposición de la fibra 








Gráfico A.IV.32: Evolución de los aldehídos en diferentes quesos Reggianito en función del tiempo de exposición de la fibra 








Gráfico A.IV.33: Evolución de los ácidos en diferentes quesos Reggianito en función del tiempo de exposición de la fibra 
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Hoja1

		2-propanona		2-propanona

		2-pentanona		2-pentanona

		2-heptanona		2-heptanona

		2-nonanona		2-nonanona

		8-nonen 2-ona		8-nonen 2-ona

		2-undecanona		2-undecanona



T=40ºC

T=60ºC

Áreas (unidades arbitrarias)

185634

40000

734177

113517

3810961

741871

1973106

2136213

449953

1506602

82518

333157



Hoja2

		Butanoato de etilo		Butanoato de etilo

		Butanoato de isoamilo		Butanoato de isoamilo

		Octanoato de etilo		Octanoato de etilo



T=40ºC

T=60ºC

Áreas (unidades arbitrarias)

81240

39340

202052

531556

861769

288071



Hoja3

		Ác. Butanoico		Ác. Butanoico

		Ác. 3-metilbutanoico		Ác. 3-metilbutanoico

		Ác. Hexanoico		Ác. Hexanoico

		Ác. Octanoico		Ác. Octanoico

		Ác. Decanoico		Ác. Decanoico



T=40ºC

T=60ºC

Áreas (unidades arbitrarias)

1022635

5597351

288492

411735

1276961

6673808

377362

5733103

129152

3184013



Hoja4

		2-propanol+EtOH		2-propanol+EtOH

		2-pentanol		2-pentanol

		3-metil 1-butanol		3-metil 1-butanol

		2-heptanol		2-heptanol

		2-nonanol		2-nonanol



T=40ºC

T=60ºC

Áreas (unidades arbitrarias)

168579

128515

37153

18072

895828

237309

126622

31907

286530

183489



Hoja5

		2-propanona		2-propanona		2-propanona

		2-pentanona		2-pentanona		2-pentanona

		2-heptanona		2-heptanona		2-heptanona

		2-nonanona		2-nonanona		2-nonanona

		8-nonen 2-ona		8-nonen 2-ona		8-nonen 2-ona

		2-undecanona		2-undecanona		2-undecanona



3hs

5hs

7hs

Áreas (unidades arbitrarias)

203240

357966

352388

2068539

4927453

4649705

6010383

9820419

9576899

2206401

4497673

5985936

542534

1310910

1677390

63000

106114

124695



Hoja6

		2-propanol		2-propanol		2-propanol

		2-butanol		2-butanol		2-butanol

		2-pentanol		2-pentanol		2-pentanol

		3-metil 1-butanol		3-metil 1-butanol		3-metil 1-butanol

		2-heptanol		2-heptanol		2-heptanol

		2-nonanol		2-nonanol		2-nonanol



3hs

5hs

7hs

Áreas (unidades arbitrarias)

111576

83680

57529

26800

12129

11365

33103

28469

28689

863951

542909

440871

97992

72459

69522

254213

195165

180261



Hoja7

		Butanoato de etilo		Butanoato de etilo		Butanoato de etilo

		Butanoato de isoamilo		Butanoato de isoamilo		Butanoato de isoamilo

		Octanoato de etilo		Octanoato de etilo		Octanoato de etilo



3hs

5hs

7hs

Áreas (unidades arbitrarias)

68044

52958

41857

167135

169033

147888

623458

256401

269866



Hoja8

		Ác. Butanoico		Ác. Butanoico		Ác. Butanoico

		Ác. 3-metilbutanoico		Ác. 3-metilbutanoico		Ác. 3-metilbutanoico

		Ác. Hexanoico		Ác. Hexanoico		Ác. Hexanoico

		Ác. Octanoico		Ác. Octanoico		Ác. Octanoico

		Ác. Decanoico		Ác. Decanoico		Ác. Decanoico



3hs

5hs

7hs

Áreas (unidades arbitrarias)

692370

669492

726218

325583

120038

122206

752010

698225

681492

235718

190349

150849

76992

77574

77890



Hoja9

		2-pentanona		2-pentanona		2-pentanona		2-pentanona		2-pentanona

		2-heptanona		2-heptanona		2-heptanona		2-heptanona		2-heptanona

		2-nonanona		2-nonanona		2-nonanona		2-nonanona		2-nonanona

		8-nonen 2-ona		8-nonen 2-ona		8-nonen 2-ona		8-nonen 2-ona		8-nonen 2-ona



5min

10min

15min

30min

60min

Áreas (unidades arbitrarias)

68419

72240

76140

74177

77550

529651

734743

673903

637174

666554

188064

238133

239485

284436

287228

296193

291294

287112

363537

408002



Hoja10

		2-propanol		2-propanol		2-propanol		2-propanol		2-propanol

		Etanol		Etanol		Etanol		Etanol		Etanol

		2-metil 1-propanol		2-metil 1-propanol		2-metil 1-propanol		2-metil 1-propanol		2-metil 1-propanol

		3-metil 1-butanol		3-metil 1-butanol		3-metil 1-butanol		3-metil 1-butanol		3-metil 1-butanol

		2-heptanol		2-heptanol		2-heptanol		2-heptanol		2-heptanol



5min

10min

15min

30min

60min

Áreas (unidades arbitrarias)

306060

351606

368274

364833

386878

81502

84867

86890

109858

76522

70414

79032

77882

82007

64818

688317

734743

799944

791350

798756

16043

20057

20040

21174

24165



		Butanoato de etilo		Butanoato de etilo		Butanoato de etilo		Butanoato de etilo		Butanoato de etilo

		Butanoato de isoamilo		Butanoato de isoamilo		Butanoato de isoamilo		Butanoato de isoamilo		Butanoato de isoamilo

		Octanoato de etilo		Octanoato de etilo		Octanoato de etilo		Octanoato de etilo		Octanoato de etilo



5min

10min

15min

30min

60min

Áreas (unidades arbitrarias)

27881

25588

34500

30914

25316

73417

82104

75328

67901

71194

36412

40248

46212

52780

51007



		Ác. Butanoico		Ác. Butanoico		Ác. Butanoico		Ác. Butanoico		Ác. Butanoico

		Ác. 3-metilbutanoico		Ác. 3-metilbutanoico		Ác. 3-metilbutanoico		Ác. 3-metilbutanoico		Ác. 3-metilbutanoico

		Ác. Hexanoico		Ác. Hexanoico		Ác. Hexanoico		Ác. Hexanoico		Ác. Hexanoico

		Ác. Octanoico		Ác. Octanoico		Ác. Octanoico		Ác. Octanoico		Ác. Octanoico



5min

10min

15min

30min

60min

Áreas (unidades arbitrarias)

213266

622633

583252

573490

405272

28624

27480

29124

25215

20694

248056

230104

232885

265938

198109

30441

28513

49597

57097

33272



		2-propanona		2-propanona		2-propanona		161767		151202		259603

		2-pentanona		2-pentanona		2-pentanona		140160		108980		1755485

		2-heptanona		2-heptanona		2-heptanona		2476877		2102397		5901242

		2-nonanona		2-nonanona		2-nonanona		1471497		1558167.5		2167012

		8-nonen 2-ona		8-nonen 2-ona		8-nonen 2-ona		667525		851579.5		1455872



0.3g

0.6g

1g

2.5g

5g

10g

Áreas (unidades arbitrarias)

65463

89861.5

126054

98214

108369.5

133040

1967932

2281988

2448071

1444214

1557616

1803522

714844.5

792222.5

739868



		2-propanol		2-propanol		2-propanol		2-propanol		2-propanol		2-propanol

		Etanol		Etanol		Etanol		Etanol		Etanol		Etanol

		2-metil 1-propanol		2-metil 1-propanol		2-metil 1-propanol		2-metil 1-propanol		2-metil 1-propanol		2-metil 1-propanol

		2-pentanol		2-pentanol		2-pentanol		2-pentanol		2-pentanol		2-pentanol

		3-metil 1-butanol		3-metil 1-butanol		3-metil 1-butanol		3-metil 1-butanol		3-metil 1-butanol		3-metil 1-butanol

		2-heptanol		2-heptanol		2-heptanol		2-heptanol		2-heptanol		2-heptanol

		2-nonanol		2-nonanol		2-nonanol		2-nonanol		2-nonanol		2-nonanol



0.3g

0.6g

1g

2.5g

5g

10g

Áreas (unidades arbitrarias)

192852.5

323941.5

350212

385154

390988.5

142089

81486

103215

96486

110664

107814

26442

58081.5

56845

53037

87779

76451.5

51592

56847.5

51905

91542

56318

43125

30700

935621.5

993576.5

988761

1071440

924553

843031

111985

129827.5

137915

130552

115606.5

88890

206472.5

163811.5

189005

122714

100746.5

94895



		Butanoato de metilo		Butanoato de metilo		Butanoato de metilo		Butanoato de metilo		Butanoato de metilo		Butanoato de metilo

		Butanoato de etilo		Butanoato de etilo		Butanoato de etilo		Butanoato de etilo		Butanoato de etilo		Butanoato de etilo

		Butanoato de isoamilo		Butanoato de isoamilo		Butanoato de isoamilo		Butanoato de isoamilo		Butanoato de isoamilo		Butanoato de isoamilo

		Octanoato de etilo		Octanoato de etilo		Octanoato de etilo		Octanoato de etilo		Octanoato de etilo		Octanoato de etilo



0.3g

0.6g

1g

2.5g

5g

10g

Áreas (unidades arbitrarias)

58255.5

54916

51441

53686

74955.5

0

75098.5

83906.5

95674

91105

97068.5

60885

227455.5

232408.5

254775

233141

227940

199853

232129.5

246969

297898

246584

312764

223716



		Ác. Butanoico		Ác. Butanoico		Ác. Butanoico		Ác. Butanoico		Ác. Butanoico		Ác. Butanoico

		Ác. 3-metilbutanoico		Ác. 3-metilbutanoico		Ác. 3-metilbutanoico		Ác. 3-metilbutanoico		Ác. 3-metilbutanoico		Ác. 3-metilbutanoico

		Ác. Hexanoico		Ác. Hexanoico		Ác. Hexanoico		Ác. Hexanoico		Ác. Hexanoico		Ác. Hexanoico

		Ác. Octanoico		Ác. Octanoico		Ác. Octanoico		Ác. Octanoico		Ác. Octanoico		Ác. Octanoico

		Ác. Decanoico		Ác. Decanoico		Ác. Decanoico		Ác. Decanoico		Ác. Decanoico		Ác. Decanoico



0.3g

0.6g

1g

2.5g

5g

10g

Áreas (unidades arbitrarias)

921967

1017936

892047

921023

1233839.5

2019196

74172

101756

93587

96855

95209.5

197769

663692.5

826848

791268

850909

1189028

2051674

88016

136920.5

147074

191915

236454.5

413839

32648.5

70554

92183

110908

106944.5

131069



		propanona		propanona

		2-butanona		2-butanona

		2-pentanona		2-pentanona

		2-hexanona		2-hexanona

		2-heptanona		2-heptanona

		2-nonanona		2-nonanona



5 g

10 g

Áreas (unidades arbitrarias)

354000

409000

22000

24000

493000

503000

25000

26000

258000

253000

123000

145000



		2-propanol		2-propanol

		Etanol		Etanol

		2-butanol		2-butanol

		metil 1-propanol		metil 1-propanol

		2-pentanol		2-pentanol

		3-metil 1-butanol		3-metil 1-butanol

		2-heptanol		2-heptanol

		2-nonanol		2-nonanol



5 g

10 g

Áreas (unidades arbitrarias)

221000

206000

1915000

1963000

67000

72000

24000

15000

11000

7000

30000

33000

184000

185000

148000

163000



		Butanoato de etilo		Butanoato de etilo

		Hexanoato de etilo		Hexanoato de etilo

		Butanoato de isoamilo		Butanoato de isoamilo



5 g

10 g

Áreas (unidades arbitrarias)

1543000

1428000

13000

16000

80000

95000



		Ác. Etanoico		Ác. Etanoico

		Ác. Butanoico		Ác. Butanoico

		Ác. 3-metil butanoico		Ác. 3-metil butanoico

		Ác. Hexanoico		Ác. Hexanoico

		Ác. Octanoico		Ác. Octanoico

		Ác. Decanoico		Ác. Decanoico

		Ác. Dodecanoico		Ác. Dodecanoico



5 g

10 g

Áreas (unidades arbitrarias)

857000

770000

655000

628000

167000

187000

309000

288000

120000

107000

53000

45000

8000

6000



		Grafico AI.IV.25





		1min		1min		1min		1min		1min

		5min		5min		5min		5min		5min

		15min		15min		15min		15min		15min

		30min		30min		30min		30min		30min



2-propanona

2-pentanona

2-heptanona

2-nonanona

8-nonen 2-ona

tiempo

Areas (unidades arbitrarias)

110329

2552575

1047532

221403

70840

159668

3369395

3613746

1009777

263552

161575

2855903

5618158

2638625

654885

169431

2314794

4443809

4307227

1009192



		1min		1min		1min		1min

		5min		5min		5min		5min

		15min		15min		15min		15min

		30min		30min		30min		30min



2-butanona

2-hexanona

2-octanona

2-undecanona

tiempo

Areas (unidades arbitrarias)

26026

35595

9983

11215

26811

87369

43315

45594

24050

87760

97117

112044

19992

55883.5

122506

220337.5



		1min		1min		1min		1min		1min

		5min		5min		5min		5min		5min

		15min		15min		15min		15min		15min

		30min		30min		30min		30min		30min



2-propanona

2-butanona

2-pentanona

2-octanona

2-undecanona

tiempo

Areas (unidades arbitrarias)

52123

55800

34535

0

0

84731

56013

86157

0

6693

100122

39799

102807

5894

14263

129606

50053

115039

18513

47777



		1min		1min		1min

		5min		5min		5min

		15min		15min		15min

		30min		30min		30min



2-heptanona

2-nonanona

8-nonen 2-ona

tiempo

Areas (unidades arbitrarias)

130777

36962

98202

613571

238733

294673

1081871

451790

407437

2193265

1301225

871608



		5min.		5min.		5min.		5min.

		15min.		15min.		15min.		15min.

		30min.		30min.		30min.		30min.



2-pentanona

2-heptanona

2-nonanona

8-nonen 2-ona

tiempo

Areas (unidades arbitrarias)

576850

660531.5

305949.25

628178.5

592335.5

1352611.5

590951.25

1312548

788846.5

1960299

1013213.5

1456373



		5min.		5min.		5min.		5min.		5min.

		15min.		15min.		15min.		15min.		15min.

		30min.		30min.		30min.		30min.		30min.



2-propanona

2-butanona

2-hexanona

2-octanona

2-undecanona

tiempo

Areas (unidades arbitrarias)

297800

57590.5

10121.5

119000

22980

273875

54468

20645

126464.75

28678.25

257747.25

69356.5

28351

143400.5

44275.5



		Grafico A.IV.26





		1min		1min		1min		1min		1min		1min		1min		1min		1min

		5min		5min		5min		5min		5min		5min		5min		5min		5min

		15min		15min		15min		15min		15min		15min		15min		15min		15min

		30min		30min		30min		30min		30min		30min		30min		30min		30min



Etanol

2-butanol

2-metil 1-propanol

2-pentanol

1-butanol

2-heptanol

2-nonanol

2,3-butanodiol

2-feniletanol

tiempo

Areas (unidades arbitrarias)

56484

0

59343

0

0

0

0

0

0

74445

9492

89306

17512

0

23455

10582

0

0

70965

14714

83029

25073

14725

44668

23554

5829

7714

119663

30251

76754

43204

35549

98684

73108

28585

23994



		1min		1min

		5min		5min

		15min		15min

		30min		30min



2-propanol

3-metil 1-butanol

tiempo

Areas (unidades arbitrarias)

267934

314088

416025

854800

412889

1054768

285121

928111



		5min.		5min.		5min.		5min.		5min.		5min.		5min.

		15min.		15min.		15min.		15min.		15min.		15min.		15min.

		30min.		30min.		30min.		30min.		30min.		30min.		30min.



2-metil 1-propanol

1-butanol

2-hexanol

2-octanol

1-hexanol

2-nonanol

2-feniletilalcohol

tiempo

Areas (unidades arbitrarias)

67034

192759

24160

5860

15126.75

27157.5

0

53820

192306

50147.5

16877.5

41493.25

66537.75

23537

55963.5

271588

16576

40080.5

54884.5

130304

40175.5



		5min.		5min.		5min.		5min.		5min.		5min.

		15min.		15min.		15min.		15min.		15min.		15min.

		30min.		30min.		30min.		30min.		30min.		30min.



2-propanol

Etanol

2-pentanol

3-metil 1-butanol

2-heptanol

2,3-butanodiol

tiempo

Areas (unidades arbitrarias)

274153

2925144.5

470391

614196

227863.75

111753.25

221753.5

2961461.5

489104

607760.5

461852

196179.5

285651.5

3705356.5

486301

696674.75

735494.25

212017.75



		5min.		5min.		5min.		5min.		5min.		14869

		15min.		15min.		15min.		15min.		15min.		11942

		30min.		30min.		30min.		30min.		30min.		0



1-propanol

1-butanol

2-hexanol

1-hexanol

2,3-butanodiol

2-metil 1-propanol

tiempo

Areas (unidades arbitrarias)

191744

61369

96174

16429

120732

148846

52410

175816

47862

139498

112568

50443

41207

58499

190114



		5min.		5min.		5min.		5min.		5min.		5min.		5min.

		15min.		15min.		15min.		15min.		15min.		15min.		15min.

		30min.		30min.		30min.		30min.		30min.		30min.		30min.



2-propanol

Etanol

2-pentanol

3-metil 1-butanol

2-heptanol

2-octanol

2-nonanol

tiempo

Areas (unidades arbitrarias)

713587

707241

1934247

128062

1427278

47053

161087

560169

679186

1265559

85221

2392755

165086

592551

610807

660597

1127964

335356

1835402

265928

887173



		Grafico A.IV.27





		1min		1min		1min		1min

		5min		5min		5min		5min

		15min		15min		15min		15min

		30min		30min		30min		30min



Butanoato de etilo

Hexanoato de etilo

Butanoato de isoamilo

Octanoato de etilo

tiempo

Areas (unidades aribitrarias)

17934

0

73885

13167

57321

7999

140724

39892

64274

16627

210377

89454

62311

35073

291770

167054



		5min.		5min.		5min.		5min.		5min.		23178.5
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		2-heptanol		2-heptanol		2-heptanol

		2-nonanol		2-nonanol		2-nonanol



3hs

5hs

7hs

Áreas (unidades arbitrarias)

111576

83680

57529

26800

12129

11365

33103

28469

28689

863951

542909

440871

97992

72459

69522

254213

195165

180261



Hoja7

		Butanoato de etilo		Butanoato de etilo		Butanoato de etilo

		Butanoato de isoamilo		Butanoato de isoamilo		Butanoato de isoamilo

		Octanoato de etilo		Octanoato de etilo		Octanoato de etilo



3hs

5hs

7hs

Áreas (unidades arbitrarias)

68044

52958

41857

167135

169033

147888

623458

256401

269866



Hoja8

		Ác. Butanoico		Ác. Butanoico		Ác. Butanoico

		Ác. 3-metilbutanoico		Ác. 3-metilbutanoico		Ác. 3-metilbutanoico

		Ác. Hexanoico		Ác. Hexanoico		Ác. Hexanoico

		Ác. Octanoico		Ác. Octanoico		Ác. Octanoico

		Ác. Decanoico		Ác. Decanoico		Ác. Decanoico



3hs

5hs

7hs

Áreas (unidades arbitrarias)

692370

669492

726218

325583

120038

122206

752010

698225

681492

235718

190349

150849

76992

77574

77890



Hoja9

		2-pentanona		2-pentanona		2-pentanona		2-pentanona		2-pentanona

		2-heptanona		2-heptanona		2-heptanona		2-heptanona		2-heptanona

		2-nonanona		2-nonanona		2-nonanona		2-nonanona		2-nonanona

		8-nonen 2-ona		8-nonen 2-ona		8-nonen 2-ona		8-nonen 2-ona		8-nonen 2-ona



5min

10min

15min

30min

60min

Áreas (unidades arbitrarias)

68419

72240

76140

74177

77550

529651

734743

673903

637174

666554

188064

238133

239485

284436

287228

296193

291294

287112

363537

408002



Hoja10

		2-propanol		2-propanol		2-propanol		2-propanol		2-propanol

		Etanol		Etanol		Etanol		Etanol		Etanol

		2-metil 1-propanol		2-metil 1-propanol		2-metil 1-propanol		2-metil 1-propanol		2-metil 1-propanol

		3-metil 1-butanol		3-metil 1-butanol		3-metil 1-butanol		3-metil 1-butanol		3-metil 1-butanol

		2-heptanol		2-heptanol		2-heptanol		2-heptanol		2-heptanol



5min

10min

15min

30min

60min

Áreas (unidades arbitrarias)

306060

351606

368274

364833

386878

81502

84867

86890

109858

76522

70414

79032

77882

82007

64818

688317

734743

799944

791350

798756

16043

20057

20040

21174

24165



		Butanoato de etilo		Butanoato de etilo		Butanoato de etilo		Butanoato de etilo		Butanoato de etilo

		Butanoato de isoamilo		Butanoato de isoamilo		Butanoato de isoamilo		Butanoato de isoamilo		Butanoato de isoamilo

		Octanoato de etilo		Octanoato de etilo		Octanoato de etilo		Octanoato de etilo		Octanoato de etilo



5min

10min

15min

30min

60min

Áreas (unidades arbitrarias)

27881

25588

34500

30914

25316

73417

82104

75328

67901

71194

36412

40248

46212

52780

51007



		Ác. Butanoico		Ác. Butanoico		Ác. Butanoico		Ác. Butanoico		Ác. Butanoico

		Ác. 3-metilbutanoico		Ác. 3-metilbutanoico		Ác. 3-metilbutanoico		Ác. 3-metilbutanoico		Ác. 3-metilbutanoico

		Ác. Hexanoico		Ác. Hexanoico		Ác. Hexanoico		Ác. Hexanoico		Ác. Hexanoico

		Ác. Octanoico		Ác. Octanoico		Ác. Octanoico		Ác. Octanoico		Ác. Octanoico



5min

10min

15min

30min

60min

Áreas (unidades arbitrarias)

213266

622633

583252

573490

405272

28624

27480

29124

25215

20694

248056

230104

232885

265938

198109

30441

28513

49597

57097

33272



		2-propanona		2-propanona		2-propanona		161767		151202		259603

		2-pentanona		2-pentanona		2-pentanona		140160		108980		1755485

		2-heptanona		2-heptanona		2-heptanona		2476877		2102397		5901242

		2-nonanona		2-nonanona		2-nonanona		1471497		1558167.5		2167012

		8-nonen 2-ona		8-nonen 2-ona		8-nonen 2-ona		667525		851579.5		1455872



0.3g

0.6g

1g

2.5g

5g

10g

Áreas (unidades arbitrarias)

65463

89861.5

126054

98214

108369.5

133040

1967932

2281988

2448071

1444214

1557616

1803522

714844.5

792222.5

739868



		2-propanol		2-propanol		2-propanol		2-propanol		2-propanol		2-propanol

		Etanol		Etanol		Etanol		Etanol		Etanol		Etanol

		2-metil 1-propanol		2-metil 1-propanol		2-metil 1-propanol		2-metil 1-propanol		2-metil 1-propanol		2-metil 1-propanol

		2-pentanol		2-pentanol		2-pentanol		2-pentanol		2-pentanol		2-pentanol

		3-metil 1-butanol		3-metil 1-butanol		3-metil 1-butanol		3-metil 1-butanol		3-metil 1-butanol		3-metil 1-butanol

		2-heptanol		2-heptanol		2-heptanol		2-heptanol		2-heptanol		2-heptanol

		2-nonanol		2-nonanol		2-nonanol		2-nonanol		2-nonanol		2-nonanol



0.3g

0.6g

1g

2.5g

5g

10g

Áreas (unidades arbitrarias)

192852.5

323941.5

350212

385154

390988.5

142089

81486

103215

96486

110664

107814

26442

58081.5

56845

53037

87779

76451.5

51592

56847.5

51905

91542

56318

43125

30700

935621.5

993576.5

988761

1071440

924553

843031

111985

129827.5

137915

130552

115606.5

88890

206472.5

163811.5

189005

122714

100746.5

94895



		Butanoato de metilo		Butanoato de metilo		Butanoato de metilo		Butanoato de metilo		Butanoato de metilo		Butanoato de metilo

		Butanoato de etilo		Butanoato de etilo		Butanoato de etilo		Butanoato de etilo		Butanoato de etilo		Butanoato de etilo

		Butanoato de isoamilo		Butanoato de isoamilo		Butanoato de isoamilo		Butanoato de isoamilo		Butanoato de isoamilo		Butanoato de isoamilo

		Octanoato de etilo		Octanoato de etilo		Octanoato de etilo		Octanoato de etilo		Octanoato de etilo		Octanoato de etilo



0.3g

0.6g

1g

2.5g

5g

10g

Áreas (unidades arbitrarias)

58255.5

54916

51441

53686

74955.5

0

75098.5

83906.5

95674

91105

97068.5

60885

227455.5

232408.5

254775

233141

227940

199853

232129.5

246969

297898

246584

312764

223716



		Ác. Butanoico		Ác. Butanoico		Ác. Butanoico		Ác. Butanoico		Ác. Butanoico		Ác. Butanoico

		Ác. 3-metilbutanoico		Ác. 3-metilbutanoico		Ác. 3-metilbutanoico		Ác. 3-metilbutanoico		Ác. 3-metilbutanoico		Ác. 3-metilbutanoico

		Ác. Hexanoico		Ác. Hexanoico		Ác. Hexanoico		Ác. Hexanoico		Ác. Hexanoico		Ác. Hexanoico

		Ác. Octanoico		Ác. Octanoico		Ác. Octanoico		Ác. Octanoico		Ác. Octanoico		Ác. Octanoico

		Ác. Decanoico		Ác. Decanoico		Ác. Decanoico		Ác. Decanoico		Ác. Decanoico		Ác. Decanoico



0.3g

0.6g

1g

2.5g

5g

10g

Áreas (unidades arbitrarias)

921967

1017936

892047

921023

1233839.5

2019196

74172

101756

93587

96855

95209.5

197769

663692.5

826848

791268

850909

1189028

2051674

88016

136920.5

147074

191915

236454.5

413839

32648.5

70554

92183

110908

106944.5

131069



		propanona		propanona

		2-butanona		2-butanona

		2-pentanona		2-pentanona

		2-hexanona		2-hexanona

		2-heptanona		2-heptanona

		2-nonanona		2-nonanona



5 g

10 g

Áreas (unidades arbitrarias)

354000

409000

22000

24000

493000

503000

25000

26000

258000

253000

123000

145000



		2-propanol		2-propanol

		Etanol		Etanol

		2-butanol		2-butanol

		metil 1-propanol		metil 1-propanol

		2-pentanol		2-pentanol

		3-metil 1-butanol		3-metil 1-butanol

		2-heptanol		2-heptanol

		2-nonanol		2-nonanol



5 g

10 g

Áreas (unidades arbitrarias)

221000

206000

1915000

1963000

67000

72000

24000

15000

11000

7000

30000

33000

184000

185000

148000

163000



		Butanoato de etilo		Butanoato de etilo

		Hexanoato de etilo		Hexanoato de etilo

		Butanoato de isoamilo		Butanoato de isoamilo



5 g

10 g

Áreas (unidades arbitrarias)

1543000

1428000

13000

16000

80000

95000



		Ác. Etanoico		Ác. Etanoico

		Ác. Butanoico		Ác. Butanoico

		Ác. 3-metil butanoico		Ác. 3-metil butanoico

		Ác. Hexanoico		Ác. Hexanoico

		Ác. Octanoico		Ác. Octanoico

		Ác. Decanoico		Ác. Decanoico

		Ác. Dodecanoico		Ác. Dodecanoico



5 g

10 g

Áreas (unidades arbitrarias)

857000

770000

655000

628000

167000

187000

309000

288000

120000

107000

53000

45000

8000

6000



		Grafico AI.IV.25





		1min		1min		1min		1min		1min

		5min		5min		5min		5min		5min

		15min		15min		15min		15min		15min

		30min		30min		30min		30min		30min



2-propanona

2-pentanona

2-heptanona

2-nonanona

8-nonen 2-ona

tiempo

Areas (unidades arbitrarias)

110329

2552575

1047532

221403

70840

159668

3369395

3613746

1009777

263552

161575

2855903

5618158

2638625

654885

169431

2314794

4443809

4307227

1009192



		1min		1min		1min		1min

		5min		5min		5min		5min

		15min		15min		15min		15min

		30min		30min		30min		30min



2-butanona

2-hexanona

2-octanona

2-undecanona

tiempo

Areas (unidades arbitrarias)

26026

35595

9983

11215

26811

87369

43315

45594

24050

87760

97117

112044

19992

55883.5

122506

220337.5



		1min		1min		1min		1min		1min

		5min		5min		5min		5min		5min

		15min		15min		15min		15min		15min

		30min		30min		30min		30min		30min



2-propanona

2-butanona

2-pentanona

2-octanona

2-undecanona

tiempo

Areas (unidades arbitrarias)

52123

55800

34535

0

0

84731

56013

86157

0

6693

100122

39799

102807

5894

14263

129606

50053

115039

18513

47777



		1min		1min		1min

		5min		5min		5min

		15min		15min		15min

		30min		30min		30min



2-heptanona

2-nonanona

8-nonen 2-ona

tiempo

Areas (unidades arbitrarias)

130777

36962

98202

613571

238733

294673

1081871

451790

407437

2193265

1301225

871608



		5min.		5min.		5min.		5min.

		15min.		15min.		15min.		15min.

		30min.		30min.		30min.		30min.



2-pentanona

2-heptanona

2-nonanona

8-nonen 2-ona

tiempo

Areas (unidades arbitrarias)

576850

660531.5

305949.25

628178.5

592335.5

1352611.5

590951.25

1312548

788846.5

1960299

1013213.5

1456373



		5min.		5min.		5min.		5min.		5min.

		15min.		15min.		15min.		15min.		15min.

		30min.		30min.		30min.		30min.		30min.



2-propanona

2-butanona

2-hexanona

2-octanona

2-undecanona

tiempo

Areas (unidades arbitrarias)

297800

57590.5

10121.5

119000

22980

273875

54468

20645

126464.75

28678.25

257747.25

69356.5

28351

143400.5

44275.5



		Grafico A.IV.26





		1min		1min		1min		1min		1min		1min		1min		1min		1min

		5min		5min		5min		5min		5min		5min		5min		5min		5min

		15min		15min		15min		15min		15min		15min		15min		15min		15min

		30min		30min		30min		30min		30min		30min		30min		30min		30min



Etanol

2-butanol

2-metil 1-propanol

2-pentanol

1-butanol

2-heptanol

2-nonanol

2,3-butanodiol

2-feniletanol

tiempo

Areas (unidades arbitrarias)

56484

0

59343

0

0

0

0

0

0

74445

9492

89306

17512

0

23455

10582

0

0

70965

14714

83029

25073

14725

44668

23554

5829

7714

119663

30251

76754

43204

35549

98684

73108

28585

23994



		1min		1min

		5min		5min

		15min		15min

		30min		30min



2-propanol

3-metil 1-butanol

tiempo

Areas (unidades arbitrarias)

267934

314088

416025

854800

412889

1054768

285121

928111



		5min.		5min.		5min.		5min.		5min.		5min.		5min.

		15min.		15min.		15min.		15min.		15min.		15min.		15min.

		30min.		30min.		30min.		30min.		30min.		30min.		30min.



2-metil 1-propanol

1-butanol

2-hexanol

2-octanol

1-hexanol

2-nonanol

2-feniletilalcohol

tiempo

Areas (unidades arbitrarias)

67034

192759

24160

5860

15126.75

27157.5

0

53820

192306

50147.5

16877.5

41493.25

66537.75

23537

55963.5

271588

16576

40080.5

54884.5

130304

40175.5



		5min.		5min.		5min.		5min.		5min.		5min.

		15min.		15min.		15min.		15min.		15min.		15min.

		30min.		30min.		30min.		30min.		30min.		30min.



2-propanol

Etanol

2-pentanol

3-metil 1-butanol

2-heptanol

2,3-butanodiol

tiempo

Areas (unidades arbitrarias)

274153

2925144.5

470391

614196

227863.75

111753.25

221753.5

2961461.5

489104

607760.5

461852

196179.5

285651.5

3705356.5

486301

696674.75

735494.25

212017.75



		5min.		5min.		5min.		5min.		5min.		14869

		15min.		15min.		15min.		15min.		15min.		11942

		30min.		30min.		30min.		30min.		30min.		0



1-propanol

1-butanol

2-hexanol

1-hexanol

2,3-butanodiol

2-metil 1-propanol

tiempo

Areas (unidades arbitrarias)

191744

61369

96174

16429

120732

148846

52410

175816

47862

139498

112568

50443

41207

58499

190114



		5min.		5min.		5min.		5min.		5min.		5min.		5min.

		15min.		15min.		15min.		15min.		15min.		15min.		15min.

		30min.		30min.		30min.		30min.		30min.		30min.		30min.



2-propanol

Etanol

2-pentanol

3-metil 1-butanol

2-heptanol

2-octanol

2-nonanol

tiempo

Areas (unidades arbitrarias)

713587

707241

1934247

128062

1427278

47053

161087

560169

679186

1265559

85221

2392755

165086

592551

610807

660597

1127964

335356

1835402

265928

887173



		Grafico A.IV.27





		1min		1min		1min		1min

		5min		5min		5min		5min

		15min		15min		15min		15min

		30min		30min		30min		30min



Butanoato de etilo

Hexanoato de etilo

Butanoato de isoamilo

Octanoato de etilo

tiempo

Areas (unidades aribitrarias)

17934

0

73885

13167

57321

7999

140724

39892

64274

16627

210377

89454

62311

35073

291770

167054



		5min.		5min.		5min.		5min.		5min.		23178.5

		15min.		15min.		15min.		15min.		15min.		23952.5

		30min.		30min.		30min.		30min.		30min.		41521



Acetato de etilo

Hexanoato de metilo

Butanoato de isoamilo

Octanoato de etilo

Hexanoato de isoamilo

Butanoato de metilo

tiempo

Areas (unidades arbitrarias)

358919

10561.5

50832.5

68664.25

16642

345124.5

78428

128658

198357

46556

356047

59970.5

255097.5

401996

88802



		5min.		5min.

		15min.		15min.

		30min.		30min.



Butanoato de etilo

Hexanoato de etilo

tiempo

Areas (unidades arbitrarias)

1370002

1241825.75

1805849.5

3056018.5

2244536.5

5549095



		5min.		5min.		5min.		5min.		5min.		5min.

		15min.		15min.		15min.		15min.		15min.		15min.

		30min.		30min.		30min.		30min.		30min.		30min.



Acetato de etilo

Butanoato de metilo

Butanoato de etilo

Butanoato de isoamilo

Hexanoato de isopropilo

Hexanoato de isoamilo

tiempo

Areas (unidades arbitrarias)

44903

510369

815697

134323.5

77764

83918.5

38795

416153

627151

396334

317509

138977

40726

373467

521863

432347

532795

242755



		5min.		5min.		5min.

		15min.		15min.		15min.

		30min.		30min.		30min.



Hexanoato de metilo

Hexanoato de etilo

Octanoato de etilo

tiempo

Areas (unidades arbitrarias)

1396766

1738293

151001

2149753

4488422

595963

1459777

4059544

998463



		Gráfico A.IV.28





		1min		1min		1min		1min		1min		1min

		5min		5min		5min		5min		5min		5min

		15min		15min		15min		15min		15min		15min

		30min		30min		30min		30min		30min		30min



Ac. Etanoico

Ac. Propanoico

Ac. 2-metil propanoico

Ac. 3-metil butanoico

Ac. Decanoico

Ac. Dodecanoico

tiempo

Areas (unidades arbitrarias)

78418

12940

17688

11777

33743

5705

131421

33373

70519

46349

88874

14207

163962

99737

181053

54576

149513

16905

357411.5

116513.5

311436

95618

394132.5

46711



		1min		1min		1min

		5min		5min		5min

		15min		15min		15min
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54884.5

130304

40175.5



		5min.		5min.		5min.		5min.		5min.		5min.

		15min.		15min.		15min.		15min.		15min.		15min.

		30min.		30min.		30min.		30min.		30min.		30min.



2-propanol

Etanol

2-pentanol

3-metil 1-butanol

2-heptanol

2,3-butanodiol

tiempo

Areas (unidades arbitrarias)

274153

2925144.5

470391

614196

227863.75

111753.25

221753.5

2961461.5

489104

607760.5

461852

196179.5

285651.5

3705356.5

486301

696674.75

735494.25

212017.75



		5min.		5min.		5min.		5min.		5min.		14869

		15min.		15min.		15min.		15min.		15min.		11942

		30min.		30min.		30min.		30min.		30min.		0



1-propanol

1-butanol

2-hexanol

1-hexanol

2,3-butanodiol

2-metil 1-propanol

tiempo

Areas (unidades arbitrarias)

191744

61369

96174

16429

120732

148846

52410

175816

47862

139498

112568

50443

41207

58499

190114



		5min.		5min.		5min.		5min.		5min.		5min.		5min.

		15min.		15min.		15min.		15min.		15min.		15min.		15min.

		30min.		30min.		30min.		30min.		30min.		30min.		30min.



2-propanol

Etanol

2-pentanol

3-metil 1-butanol

2-heptanol

2-octanol

2-nonanol

tiempo

Areas (unidades arbitrarias)

713587

707241

1934247

128062

1427278

47053

161087

560169

679186

1265559

85221

2392755

165086

592551

610807

660597

1127964

335356

1835402

265928

887173



		Grafico A.IV.27





		1min		1min		1min		1min

		5min		5min		5min		5min

		15min		15min		15min		15min

		30min		30min		30min		30min



Butanoato de etilo

Hexanoato de etilo

Butanoato de isoamilo

Octanoato de etilo

tiempo

Areas (unidades aribitrarias)

17934

0

73885

13167

57321

7999

140724

39892

64274

16627

210377

89454

62311

35073

291770

167054



		5min.		5min.		5min.		5min.		5min.		23178.5

		15min.		15min.		15min.		15min.		15min.		23952.5

		30min.		30min.		30min.		30min.		30min.		41521



Acetato de etilo

Hexanoato de metilo

Butanoato de isoamilo

Octanoato de etilo

Hexanoato de isoamilo

Butanoato de metilo

tiempo

Areas (unidades arbitrarias)

358919

10561.5

50832.5

68664.25

16642

345124.5

78428

128658

198357

46556

356047

59970.5

255097.5

401996

88802



		5min.		5min.

		15min.		15min.

		30min.		30min.



Butanoato de etilo

Hexanoato de etilo

tiempo

Areas (unidades arbitrarias)

1370002

1241825.75

1805849.5

3056018.5

2244536.5

5549095



		5min.		5min.		5min.		5min.		5min.		5min.

		15min.		15min.		15min.		15min.		15min.		15min.

		30min.		30min.		30min.		30min.		30min.		30min.



Acetato de etilo

Butanoato de metilo

Butanoato de etilo

Butanoato de isoamilo

Hexanoato de isopropilo

Hexanoato de isoamilo

tiempo

Areas (unidades arbitrarias)

44903

510369

815697

134323.5

77764

83918.5

38795

416153

627151

396334

317509

138977

40726

373467

521863

432347

532795

242755



		5min.		5min.		5min.

		15min.		15min.		15min.

		30min.		30min.		30min.



Hexanoato de metilo

Hexanoato de etilo

Octanoato de etilo

tiempo

Areas (unidades arbitrarias)

1396766

1738293

151001

2149753

4488422

595963

1459777

4059544

998463
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Ac. Etanoico

Ac. Propanoico

Ac. 2-metil propanoico

Ac. 3-metil butanoico

Ac. Decanoico

Ac. Dodecanoico

tiempo

Areas (unidades arbitrarias)

78418

12940

17688

11777

33743

5705

131421

33373

70519

46349

88874

14207

163962

99737

181053

54576

149513

16905

357411.5

116513.5

311436

95618

394132.5

46711



		1min		1min		1min

		5min		5min		5min

		15min		15min		15min

		30min		30min		30min



Ac. Butanoico

Ac. Hexanoico

Ac. Octanoico

tiempo

Areas (unidades arbitrarias)

554425

203712

64840

1579474

737706

193161

1755777

1240845

317849

2890334

3246049.5

935084.5



		5min.		5min.		5min.		5min.		5min.		5min.

		15min.		15min.		15min.		15min.		15min.		15min.

		30min.		30min.		30min.		30min.		30min.		30min.



Ac. 2-metilpropanoico

Ac. 3-metilbutanoico

Ac. Pentanoico

Ac. Heptanoico

Ac. Octanoico

Ac. Decanoico

tiempo

Areas (unidades arbitrarias)

39569.5

174707.5

25964.5

7959.25

194097.5

54805.5

57045.5

344930.25

86684.5

23053

508901.75

105280.5

59256

245604.75

65388

26785.5

532122.5

126148



		5min.		5min.

		15min.		15min.

		30min.		30min.



Ac. Butanoico

Ac. Hexanoico

tiempo

Areas (unidades arbitrarias)

4732621

1987480

6368509.25

4542864.25

5938203.5

4325290.75



		5min.		5min.		5min.		5min.

		15min.		15min.		15min.		15min.

		30min.		30min.		30min.		30min.



Ac. 2-metil propanoico

Ac. Pentanoico

Ac. Heptanoico

Ac. Dodecanoico

tiempo

Areas (unidades arbitrarias)

78502

17749

11820

0

96915

41317.5

34820

30676

68065.5

51746.5

61543

60069.5



		5min.		5min.		5min.		5min.		5min.

		15min.		15min.		15min.		15min.		15min.
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Ac. Butanoico

Ac. 3-metil butanoico

Ac. Hexanoico

Ac. Octanoico

Ac. Decanoico

tiempo

Areas (unidades arbitrarias)

2723572

651910.5

1998195

306654.5

97513

4889938

1052147.5

4605268

1052730.5

365958.5

4368190

950969.5

5380218

1887036

703450



		Grafico A.IV.29





		2-propanona		2-propanona

		2-butanona		2-butanona

		diacetilo		diacetilo

		2-hexanona		2-hexanona

		2-heptanona		2-heptanona

		acetoína		acetoína

		2-nonanona		2-nonanona



15min

30min

Áreas (unidades arbitrarias)

Queso Reggianito AI

187000

174000

228000

232000

211000

262000

157000

279000

322000

512000

577000

561000

31000

64000
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15min

30min

Áreas (unidades arbitrarias)

Queso Reggianito DI
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172000

44000

63000

532000

837000

12000

21000

247000

431000

152000

181000

25000

49000
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15min

30min

Áreas (unidades arbitrarias)

Queso Reggianito EI

194000

146000

50000

54000

576000

657000

10000

20000

246000

435000

78000

97000

19000

37000



		Grafico A.IV.30
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1025000
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32000
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47000
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Áreas (unidades arbitrarias)

Queso Reggianito CI
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65000

48000
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161000

222000
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102000
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		2-metil 1-propanol		2-metil 1-propanol

		2-pentanol		2-pentanol

		1-butanol		1-butanol

		3-metil1-butanol		3-metil1-butanol

		1-pentanol		1-pentanol

		2-heptanol		2-heptanol

		1-hexanol		1-hexanol



15min

30min

Áreas (unidades arbitrarias)

Queso Reggianito DII

45000

42000

1990000

1777000

159000

116000

120000

155000

167000

191000

285000

292000

19000

41000

51000

86000

26000

43000



		Grafico A.IV.31





		Acetato de etilo		Acetato de etilo

		Butanoato de metilo		Butanoato de metilo

		Butanoato de etilo		Butanoato de etilo
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15min

30min
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Queso Reggianito AI
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409000
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27000

46000

7000
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30min

Áreas (unidades arbitrarias)

Queso Reggianito DII
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66000
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213000
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15min
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Queso Reggianito EI

48000

43000

420000
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13000

25000
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		2-metilbutanal		2-metilbutanal

		3-metilbutanal		3-metilbutanal

		2-butenal		2-butenal

		Benzaldehído		Benzaldehído



15min

30min

Áreas (unidades arbitrarias)

Queso Reggianito AI
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141000

246000

197000
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1028000

67000

113000



		2-metilbutanal		2-metilbutanal

		3-metilbutanal		3-metilbutanal

		2-butenal		2-butenal

		Benzaldehído		Benzaldehído
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14000
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0
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Hoja1

		2-propanona		2-propanona

		2-pentanona		2-pentanona

		2-heptanona		2-heptanona

		2-nonanona		2-nonanona

		8-nonen 2-ona		8-nonen 2-ona

		2-undecanona		2-undecanona



T=40ºC

T=60ºC

Áreas (unidades arbitrarias)

185634

40000

734177

113517

3810961

741871

1973106
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1506602

82518
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		Octanoato de etilo		Octanoato de etilo



T=40ºC

T=60ºC

Áreas (unidades arbitrarias)

81240

39340
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531556

861769

288071



Hoja3

		Ác. Butanoico		Ác. Butanoico

		Ác. 3-metilbutanoico		Ác. 3-metilbutanoico

		Ác. Hexanoico		Ác. Hexanoico

		Ác. Octanoico		Ác. Octanoico

		Ác. Decanoico		Ác. Decanoico
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T=60ºC

Áreas (unidades arbitrarias)
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1276961
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Hoja4
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		3-metil 1-butanol		3-metil 1-butanol
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Áreas (unidades arbitrarias)
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5min

10min

15min

30min

60min

Áreas (unidades arbitrarias)

306060

351606

368274

364833

386878

81502

84867

86890

109858

76522

70414

79032

77882

82007

64818

688317

734743

799944

791350

798756

16043

20057

20040

21174

24165



		Butanoato de etilo		Butanoato de etilo		Butanoato de etilo		Butanoato de etilo		Butanoato de etilo

		Butanoato de isoamilo		Butanoato de isoamilo		Butanoato de isoamilo		Butanoato de isoamilo		Butanoato de isoamilo

		Octanoato de etilo		Octanoato de etilo		Octanoato de etilo		Octanoato de etilo		Octanoato de etilo



5min

10min

15min

30min

60min

Áreas (unidades arbitrarias)

27881

25588

34500

30914

25316

73417

82104

75328

67901

71194

36412

40248

46212

52780

51007



		Ác. Butanoico		Ác. Butanoico		Ác. Butanoico		Ác. Butanoico		Ác. Butanoico

		Ác. 3-metilbutanoico		Ác. 3-metilbutanoico		Ác. 3-metilbutanoico		Ác. 3-metilbutanoico		Ác. 3-metilbutanoico

		Ác. Hexanoico		Ác. Hexanoico		Ác. Hexanoico		Ác. Hexanoico		Ác. Hexanoico

		Ác. Octanoico		Ác. Octanoico		Ác. Octanoico		Ác. Octanoico		Ác. Octanoico



5min

10min

15min

30min

60min

Áreas (unidades arbitrarias)

213266

622633

583252

573490

405272

28624

27480

29124

25215

20694

248056

230104

232885

265938

198109

30441

28513

49597

57097

33272



		2-propanona		2-propanona		2-propanona		161767		151202		259603

		2-pentanona		2-pentanona		2-pentanona		140160		108980		1755485

		2-heptanona		2-heptanona		2-heptanona		2476877		2102397		5901242

		2-nonanona		2-nonanona		2-nonanona		1471497		1558167.5		2167012

		8-nonen 2-ona		8-nonen 2-ona		8-nonen 2-ona		667525		851579.5		1455872



0.3g

0.6g

1g

2.5g

5g

10g

Áreas (unidades arbitrarias)

65463

89861.5

126054

98214

108369.5

133040

1967932

2281988

2448071

1444214

1557616

1803522

714844.5

792222.5

739868



		2-propanol		2-propanol		2-propanol		2-propanol		2-propanol		2-propanol

		Etanol		Etanol		Etanol		Etanol		Etanol		Etanol

		2-metil 1-propanol		2-metil 1-propanol		2-metil 1-propanol		2-metil 1-propanol		2-metil 1-propanol		2-metil 1-propanol

		2-pentanol		2-pentanol		2-pentanol		2-pentanol		2-pentanol		2-pentanol

		3-metil 1-butanol		3-metil 1-butanol		3-metil 1-butanol		3-metil 1-butanol		3-metil 1-butanol		3-metil 1-butanol

		2-heptanol		2-heptanol		2-heptanol		2-heptanol		2-heptanol		2-heptanol

		2-nonanol		2-nonanol		2-nonanol		2-nonanol		2-nonanol		2-nonanol



0.3g

0.6g

1g

2.5g

5g

10g

Áreas (unidades arbitrarias)

192852.5

323941.5

350212

385154

390988.5

142089

81486

103215

96486

110664

107814

26442

58081.5

56845

53037

87779

76451.5

51592

56847.5

51905

91542

56318

43125

30700

935621.5

993576.5

988761

1071440

924553

843031

111985

129827.5

137915

130552

115606.5

88890

206472.5

163811.5

189005

122714

100746.5

94895



		Butanoato de metilo		Butanoato de metilo		Butanoato de metilo		Butanoato de metilo		Butanoato de metilo		Butanoato de metilo

		Butanoato de etilo		Butanoato de etilo		Butanoato de etilo		Butanoato de etilo		Butanoato de etilo		Butanoato de etilo

		Butanoato de isoamilo		Butanoato de isoamilo		Butanoato de isoamilo		Butanoato de isoamilo		Butanoato de isoamilo		Butanoato de isoamilo

		Octanoato de etilo		Octanoato de etilo		Octanoato de etilo		Octanoato de etilo		Octanoato de etilo		Octanoato de etilo



0.3g

0.6g

1g

2.5g

5g

10g

Áreas (unidades arbitrarias)

58255.5

54916

51441

53686

74955.5

0

75098.5

83906.5

95674

91105

97068.5

60885

227455.5

232408.5

254775

233141

227940

199853

232129.5

246969

297898

246584

312764

223716



		Ác. Butanoico		Ác. Butanoico		Ác. Butanoico		Ác. Butanoico		Ác. Butanoico		Ác. Butanoico

		Ác. 3-metilbutanoico		Ác. 3-metilbutanoico		Ác. 3-metilbutanoico		Ác. 3-metilbutanoico		Ác. 3-metilbutanoico		Ác. 3-metilbutanoico

		Ác. Hexanoico		Ác. Hexanoico		Ác. Hexanoico		Ác. Hexanoico		Ác. Hexanoico		Ác. Hexanoico

		Ác. Octanoico		Ác. Octanoico		Ác. Octanoico		Ác. Octanoico		Ác. Octanoico		Ác. Octanoico

		Ác. Decanoico		Ác. Decanoico		Ác. Decanoico		Ác. Decanoico		Ác. Decanoico		Ác. Decanoico



0.3g

0.6g

1g

2.5g

5g

10g

Áreas (unidades arbitrarias)

921967

1017936

892047

921023

1233839.5

2019196

74172

101756

93587

96855

95209.5

197769

663692.5

826848

791268

850909

1189028

2051674

88016

136920.5

147074

191915

236454.5

413839

32648.5

70554

92183

110908

106944.5

131069



		propanona		propanona

		2-butanona		2-butanona

		2-pentanona		2-pentanona

		2-hexanona		2-hexanona

		2-heptanona		2-heptanona

		2-nonanona		2-nonanona



5 g

10 g

Áreas (unidades arbitrarias)

354000

409000

22000

24000

493000

503000

25000

26000

258000

253000

123000

145000



		2-propanol		2-propanol

		Etanol		Etanol

		2-butanol		2-butanol

		metil 1-propanol		metil 1-propanol

		2-pentanol		2-pentanol

		3-metil 1-butanol		3-metil 1-butanol

		2-heptanol		2-heptanol

		2-nonanol		2-nonanol



5 g

10 g

Áreas (unidades arbitrarias)

221000

206000

1915000

1963000

67000

72000

24000

15000

11000

7000

30000

33000

184000

185000

148000

163000



		Butanoato de etilo		Butanoato de etilo

		Hexanoato de etilo		Hexanoato de etilo

		Butanoato de isoamilo		Butanoato de isoamilo



5 g

10 g

Áreas (unidades arbitrarias)

1543000

1428000

13000

16000

80000

95000



		Ác. Etanoico		Ác. Etanoico

		Ác. Butanoico		Ác. Butanoico

		Ác. 3-metil butanoico		Ác. 3-metil butanoico

		Ác. Hexanoico		Ác. Hexanoico

		Ác. Octanoico		Ác. Octanoico

		Ác. Decanoico		Ác. Decanoico

		Ác. Dodecanoico		Ác. Dodecanoico



5 g

10 g

Áreas (unidades arbitrarias)

857000

770000

655000

628000

167000

187000

309000

288000

120000

107000

53000

45000

8000

6000



		Grafico AI.IV.25





		1min		1min		1min		1min		1min

		5min		5min		5min		5min		5min

		15min		15min		15min		15min		15min

		30min		30min		30min		30min		30min



2-propanona

2-pentanona

2-heptanona

2-nonanona

8-nonen 2-ona

tiempo

Areas (unidades arbitrarias)

110329

2552575

1047532

221403

70840

159668

3369395

3613746

1009777

263552

161575

2855903

5618158

2638625

654885

169431

2314794

4443809

4307227

1009192



		1min		1min		1min		1min

		5min		5min		5min		5min

		15min		15min		15min		15min

		30min		30min		30min		30min



2-butanona

2-hexanona

2-octanona

2-undecanona

tiempo

Areas (unidades arbitrarias)

26026

35595

9983

11215

26811

87369

43315

45594

24050

87760

97117

112044

19992

55883.5

122506

220337.5



		1min		1min		1min		1min		1min

		5min		5min		5min		5min		5min

		15min		15min		15min		15min		15min

		30min		30min		30min		30min		30min



2-propanona

2-butanona

2-pentanona

2-octanona

2-undecanona

tiempo

Areas (unidades arbitrarias)

52123

55800

34535

0

0

84731

56013

86157

0

6693

100122

39799

102807

5894

14263

129606

50053

115039

18513

47777



		1min		1min		1min

		5min		5min		5min

		15min		15min		15min

		30min		30min		30min



2-heptanona

2-nonanona

8-nonen 2-ona

tiempo

Areas (unidades arbitrarias)

130777

36962

98202

613571

238733

294673

1081871

451790

407437

2193265

1301225

871608



		5min.		5min.		5min.		5min.

		15min.		15min.		15min.		15min.

		30min.		30min.		30min.		30min.



2-pentanona

2-heptanona

2-nonanona

8-nonen 2-ona

tiempo

Areas (unidades arbitrarias)

576850

660531.5

305949.25

628178.5

592335.5

1352611.5

590951.25

1312548

788846.5

1960299

1013213.5

1456373



		5min.		5min.		5min.		5min.		5min.

		15min.		15min.		15min.		15min.		15min.

		30min.		30min.		30min.		30min.		30min.



2-propanona

2-butanona

2-hexanona

2-octanona

2-undecanona

tiempo

Areas (unidades arbitrarias)

297800

57590.5

10121.5

119000

22980

273875

54468

20645

126464.75

28678.25

257747.25

69356.5

28351

143400.5

44275.5



		Grafico A.IV.26





		1min		1min		1min		1min		1min		1min		1min		1min		1min

		5min		5min		5min		5min		5min		5min		5min		5min		5min

		15min		15min		15min		15min		15min		15min		15min		15min		15min

		30min		30min		30min		30min		30min		30min		30min		30min		30min



Etanol

2-butanol

2-metil 1-propanol

2-pentanol

1-butanol

2-heptanol

2-nonanol

2,3-butanodiol

2-feniletanol

tiempo

Areas (unidades arbitrarias)

56484

0

59343

0

0

0

0

0

0

74445

9492

89306

17512

0

23455

10582

0

0

70965

14714

83029

25073

14725

44668

23554

5829

7714

119663

30251

76754

43204

35549

98684

73108

28585

23994



		1min		1min

		5min		5min

		15min		15min

		30min		30min



2-propanol

3-metil 1-butanol

tiempo

Areas (unidades arbitrarias)

267934

314088

416025

854800

412889

1054768

285121

928111



		5min.		5min.		5min.		5min.		5min.		5min.		5min.

		15min.		15min.		15min.		15min.		15min.		15min.		15min.

		30min.		30min.		30min.		30min.		30min.		30min.		30min.



2-metil 1-propanol

1-butanol

2-hexanol

2-octanol

1-hexanol

2-nonanol

2-feniletilalcohol

tiempo

Areas (unidades arbitrarias)

67034

192759

24160

5860

15126.75

27157.5

0

53820

192306

50147.5

16877.5

41493.25

66537.75

23537

55963.5

271588

16576

40080.5

54884.5

130304

40175.5



		5min.		5min.		5min.		5min.		5min.		5min.

		15min.		15min.		15min.		15min.		15min.		15min.

		30min.		30min.		30min.		30min.		30min.		30min.



2-propanol

Etanol

2-pentanol

3-metil 1-butanol

2-heptanol

2,3-butanodiol

tiempo

Areas (unidades arbitrarias)

274153

2925144.5

470391

614196

227863.75

111753.25

221753.5

2961461.5

489104

607760.5

461852

196179.5

285651.5

3705356.5

486301

696674.75

735494.25

212017.75



		5min.		5min.		5min.		5min.		5min.		14869

		15min.		15min.		15min.		15min.		15min.		11942

		30min.		30min.		30min.		30min.		30min.		0



1-propanol

1-butanol

2-hexanol

1-hexanol

2,3-butanodiol

2-metil 1-propanol

tiempo

Areas (unidades arbitrarias)

191744

61369

96174

16429

120732

148846

52410

175816

47862

139498

112568

50443

41207

58499

190114



		5min.		5min.		5min.		5min.		5min.		5min.		5min.

		15min.		15min.		15min.		15min.		15min.		15min.		15min.

		30min.		30min.		30min.		30min.		30min.		30min.		30min.



2-propanol

Etanol

2-pentanol

3-metil 1-butanol

2-heptanol

2-octanol

2-nonanol

tiempo

Areas (unidades arbitrarias)

713587

707241

1934247

128062

1427278

47053

161087

560169

679186

1265559

85221

2392755

165086

592551

610807

660597

1127964

335356

1835402

265928

887173



		Grafico A.IV.27





		1min		1min		1min		1min

		5min		5min		5min		5min

		15min		15min		15min		15min

		30min		30min		30min		30min



Butanoato de etilo

Hexanoato de etilo

Butanoato de isoamilo

Octanoato de etilo

tiempo

Areas (unidades aribitrarias)

17934

0

73885

13167

57321

7999

140724

39892

64274

16627

210377

89454

62311

35073

291770

167054



		5min.		5min.		5min.		5min.		5min.		23178.5

		15min.		15min.		15min.		15min.		15min.		23952.5

		30min.		30min.		30min.		30min.		30min.		41521



Acetato de etilo

Hexanoato de metilo

Butanoato de isoamilo

Octanoato de etilo

Hexanoato de isoamilo

Butanoato de metilo

tiempo

Areas (unidades arbitrarias)

358919

10561.5

50832.5

68664.25

16642

345124.5

78428

128658

198357

46556

356047

59970.5

255097.5

401996

88802



		5min.		5min.

		15min.		15min.

		30min.		30min.



Butanoato de etilo

Hexanoato de etilo

tiempo

Areas (unidades arbitrarias)

1370002

1241825.75

1805849.5

3056018.5

2244536.5

5549095



		5min.		5min.		5min.		5min.		5min.		5min.

		15min.		15min.		15min.		15min.		15min.		15min.

		30min.		30min.		30min.		30min.		30min.		30min.



Acetato de etilo

Butanoato de metilo

Butanoato de etilo

Butanoato de isoamilo

Hexanoato de isopropilo

Hexanoato de isoamilo

tiempo

Areas (unidades arbitrarias)

44903

510369

815697

134323.5

77764

83918.5

38795

416153

627151

396334

317509

138977

40726

373467

521863

432347

532795

242755



		5min.		5min.		5min.

		15min.		15min.		15min.

		30min.		30min.		30min.



Hexanoato de metilo

Hexanoato de etilo

Octanoato de etilo

tiempo

Areas (unidades arbitrarias)

1396766

1738293

151001

2149753

4488422

595963

1459777

4059544

998463



		Gráfico A.IV.28





		1min		1min		1min		1min		1min		1min

		5min		5min		5min		5min		5min		5min

		15min		15min		15min		15min		15min		15min

		30min		30min		30min		30min		30min		30min



Ac. Etanoico

Ac. Propanoico

Ac. 2-metil propanoico

Ac. 3-metil butanoico

Ac. Decanoico

Ac. Dodecanoico

tiempo

Areas (unidades arbitrarias)

78418

12940

17688

11777

33743

5705

131421

33373

70519

46349

88874

14207

163962

99737

181053

54576

149513

16905

357411.5

116513.5

311436

95618

394132.5

46711



		1min		1min		1min

		5min		5min		5min

		15min		15min		15min

		30min		30min		30min



Ac. Butanoico

Ac. Hexanoico

Ac. Octanoico

tiempo

Areas (unidades arbitrarias)

554425

203712

64840

1579474

737706

193161

1755777

1240845

317849

2890334

3246049.5

935084.5



		5min.		5min.		5min.		5min.		5min.		5min.

		15min.		15min.		15min.		15min.		15min.		15min.

		30min.		30min.		30min.		30min.		30min.		30min.



Ac. 2-metilpropanoico

Ac. 3-metilbutanoico

Ac. Pentanoico

Ac. Heptanoico

Ac. Octanoico

Ac. Decanoico

tiempo

Areas (unidades arbitrarias)

39569.5

174707.5

25964.5

7959.25

194097.5

54805.5

57045.5

344930.25

86684.5

23053

508901.75

105280.5

59256

245604.75

65388

26785.5

532122.5

126148



		5min.		5min.

		15min.		15min.

		30min.		30min.



Ac. Butanoico

Ac. Hexanoico

tiempo

Areas (unidades arbitrarias)

4732621

1987480

6368509.25

4542864.25

5938203.5

4325290.75



		5min.		5min.		5min.		5min.

		15min.		15min.		15min.		15min.

		30min.		30min.		30min.		30min.



Ac. 2-metil propanoico

Ac. Pentanoico

Ac. Heptanoico

Ac. Dodecanoico

tiempo

Areas (unidades arbitrarias)

78502

17749

11820

0

96915

41317.5

34820

30676

68065.5

51746.5

61543

60069.5



		5min.		5min.		5min.		5min.		5min.

		15min.		15min.		15min.		15min.		15min.

		30min.		30min.		30min.		30min.		30min.



Ac. Butanoico

Ac. 3-metil butanoico

Ac. Hexanoico

Ac. Octanoico

Ac. Decanoico

tiempo

Areas (unidades arbitrarias)

2723572

651910.5

1998195

306654.5

97513

4889938

1052147.5

4605268

1052730.5

365958.5

4368190

950969.5

5380218

1887036

703450



		Grafico A.IV.29





		2-propanona		2-propanona

		2-butanona		2-butanona

		diacetilo		diacetilo

		2-hexanona		2-hexanona

		2-heptanona		2-heptanona

		acetoína		acetoína

		2-nonanona		2-nonanona



15min

30min

Áreas (unidades arbitrarias)

Queso Reggianito AI

187000

174000

228000

232000

211000

262000

157000
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3hs

5hs

7hs

Áreas (unidades arbitrarias)

111576

83680

57529

26800

12129

11365

33103

28469

28689

863951

542909

440871

97992

72459

69522

254213

195165

180261



Hoja7

		Butanoato de etilo		Butanoato de etilo		Butanoato de etilo

		Butanoato de isoamilo		Butanoato de isoamilo		Butanoato de isoamilo

		Octanoato de etilo		Octanoato de etilo		Octanoato de etilo



3hs

5hs

7hs

Áreas (unidades arbitrarias)

68044

52958

41857

167135

169033

147888

623458

256401

269866



Hoja8

		Ác. Butanoico		Ác. Butanoico		Ác. Butanoico

		Ác. 3-metilbutanoico		Ác. 3-metilbutanoico		Ác. 3-metilbutanoico

		Ác. Hexanoico		Ác. Hexanoico		Ác. Hexanoico

		Ác. Octanoico		Ác. Octanoico		Ác. Octanoico

		Ác. Decanoico		Ác. Decanoico		Ác. Decanoico



3hs

5hs

7hs

Áreas (unidades arbitrarias)

692370

669492

726218

325583

120038

122206

752010

698225

681492

235718

190349

150849

76992

77574

77890



Hoja9

		2-pentanona		2-pentanona		2-pentanona		2-pentanona		2-pentanona

		2-heptanona		2-heptanona		2-heptanona		2-heptanona		2-heptanona

		2-nonanona		2-nonanona		2-nonanona		2-nonanona		2-nonanona

		8-nonen 2-ona		8-nonen 2-ona		8-nonen 2-ona		8-nonen 2-ona		8-nonen 2-ona



5min

10min

15min

30min

60min

Áreas (unidades arbitrarias)

68419

72240

76140

74177

77550

529651

734743

673903

637174

666554

188064

238133

239485

284436

287228

296193

291294

287112

363537

408002



Hoja10

		2-propanol		2-propanol		2-propanol		2-propanol		2-propanol

		Etanol		Etanol		Etanol		Etanol		Etanol

		2-metil 1-propanol		2-metil 1-propanol		2-metil 1-propanol		2-metil 1-propanol		2-metil 1-propanol

		3-metil 1-butanol		3-metil 1-butanol		3-metil 1-butanol		3-metil 1-butanol		3-metil 1-butanol

		2-heptanol		2-heptanol		2-heptanol		2-heptanol		2-heptanol



5min

10min

15min

30min

60min

Áreas (unidades arbitrarias)

306060

351606

368274

364833

386878

81502

84867

86890

109858

76522

70414

79032

77882

82007

64818

688317

734743

799944

791350

798756

16043

20057

20040

21174

24165



		Butanoato de etilo		Butanoato de etilo		Butanoato de etilo		Butanoato de etilo		Butanoato de etilo

		Butanoato de isoamilo		Butanoato de isoamilo		Butanoato de isoamilo		Butanoato de isoamilo		Butanoato de isoamilo

		Octanoato de etilo		Octanoato de etilo		Octanoato de etilo		Octanoato de etilo		Octanoato de etilo



5min

10min

15min

30min

60min

Áreas (unidades arbitrarias)

27881

25588

34500

30914

25316

73417

82104

75328

67901

71194

36412

40248

46212

52780

51007



		Ác. Butanoico		Ác. Butanoico		Ác. Butanoico		Ác. Butanoico		Ác. Butanoico

		Ác. 3-metilbutanoico		Ác. 3-metilbutanoico		Ác. 3-metilbutanoico		Ác. 3-metilbutanoico		Ác. 3-metilbutanoico

		Ác. Hexanoico		Ác. Hexanoico		Ác. Hexanoico		Ác. Hexanoico		Ác. Hexanoico

		Ác. Octanoico		Ác. Octanoico		Ác. Octanoico		Ác. Octanoico		Ác. Octanoico



5min

10min

15min

30min

60min

Áreas (unidades arbitrarias)

213266

622633

583252

573490

405272

28624

27480

29124

25215

20694

248056

230104

232885

265938

198109

30441

28513

49597

57097

33272



		2-propanona		2-propanona		2-propanona		161767		151202		259603

		2-pentanona		2-pentanona		2-pentanona		140160		108980		1755485

		2-heptanona		2-heptanona		2-heptanona		2476877		2102397		5901242

		2-nonanona		2-nonanona		2-nonanona		1471497		1558167.5		2167012

		8-nonen 2-ona		8-nonen 2-ona		8-nonen 2-ona		667525		851579.5		1455872



0.3g

0.6g

1g

2.5g

5g

10g

Áreas (unidades arbitrarias)

65463

89861.5

126054

98214

108369.5

133040

1967932

2281988

2448071

1444214

1557616

1803522

714844.5

792222.5

739868



		2-propanol		2-propanol		2-propanol		2-propanol		2-propanol		2-propanol

		Etanol		Etanol		Etanol		Etanol		Etanol		Etanol

		2-metil 1-propanol		2-metil 1-propanol		2-metil 1-propanol		2-metil 1-propanol		2-metil 1-propanol		2-metil 1-propanol

		2-pentanol		2-pentanol		2-pentanol		2-pentanol		2-pentanol		2-pentanol

		3-metil 1-butanol		3-metil 1-butanol		3-metil 1-butanol		3-metil 1-butanol		3-metil 1-butanol		3-metil 1-butanol

		2-heptanol		2-heptanol		2-heptanol		2-heptanol		2-heptanol		2-heptanol

		2-nonanol		2-nonanol		2-nonanol		2-nonanol		2-nonanol		2-nonanol



0.3g

0.6g

1g

2.5g

5g

10g

Áreas (unidades arbitrarias)

192852.5

323941.5

350212

385154

390988.5

142089

81486

103215

96486

110664

107814

26442

58081.5

56845

53037

87779

76451.5

51592

56847.5

51905

91542

56318

43125

30700

935621.5

993576.5

988761

1071440

924553

843031

111985

129827.5

137915

130552

115606.5

88890

206472.5

163811.5

189005

122714

100746.5

94895



		Butanoato de metilo		Butanoato de metilo		Butanoato de metilo		Butanoato de metilo		Butanoato de metilo		Butanoato de metilo

		Butanoato de etilo		Butanoato de etilo		Butanoato de etilo		Butanoato de etilo		Butanoato de etilo		Butanoato de etilo

		Butanoato de isoamilo		Butanoato de isoamilo		Butanoato de isoamilo		Butanoato de isoamilo		Butanoato de isoamilo		Butanoato de isoamilo

		Octanoato de etilo		Octanoato de etilo		Octanoato de etilo		Octanoato de etilo		Octanoato de etilo		Octanoato de etilo



0.3g

0.6g

1g

2.5g

5g

10g

Áreas (unidades arbitrarias)

58255.5

54916

51441

53686

74955.5

0

75098.5

83906.5

95674

91105

97068.5

60885

227455.5

232408.5

254775

233141

227940

199853

232129.5

246969

297898

246584

312764

223716



		Ác. Butanoico		Ác. Butanoico		Ác. Butanoico		Ác. Butanoico		Ác. Butanoico		Ác. Butanoico

		Ác. 3-metilbutanoico		Ác. 3-metilbutanoico		Ác. 3-metilbutanoico		Ác. 3-metilbutanoico		Ác. 3-metilbutanoico		Ác. 3-metilbutanoico

		Ác. Hexanoico		Ác. Hexanoico		Ác. Hexanoico		Ác. Hexanoico		Ác. Hexanoico		Ác. Hexanoico

		Ác. Octanoico		Ác. Octanoico		Ác. Octanoico		Ác. Octanoico		Ác. Octanoico		Ác. Octanoico

		Ác. Decanoico		Ác. Decanoico		Ác. Decanoico		Ác. Decanoico		Ác. Decanoico		Ác. Decanoico



0.3g

0.6g

1g

2.5g

5g

10g

Áreas (unidades arbitrarias)

921967

1017936

892047

921023

1233839.5

2019196

74172

101756

93587

96855

95209.5

197769

663692.5

826848

791268

850909

1189028

2051674

88016

136920.5

147074

191915

236454.5

413839

32648.5

70554

92183

110908

106944.5

131069



		propanona		propanona

		2-butanona		2-butanona

		2-pentanona		2-pentanona

		2-hexanona		2-hexanona

		2-heptanona		2-heptanona

		2-nonanona		2-nonanona



5 g

10 g

Áreas (unidades arbitrarias)

354000

409000

22000

24000

493000

503000

25000

26000

258000

253000

123000

145000



		2-propanol		2-propanol

		Etanol		Etanol

		2-butanol		2-butanol

		metil 1-propanol		metil 1-propanol

		2-pentanol		2-pentanol

		3-metil 1-butanol		3-metil 1-butanol

		2-heptanol		2-heptanol

		2-nonanol		2-nonanol



5 g

10 g

Áreas (unidades arbitrarias)

221000

206000

1915000

1963000

67000

72000

24000

15000

11000

7000

30000

33000

184000

185000

148000

163000



		Butanoato de etilo		Butanoato de etilo

		Hexanoato de etilo		Hexanoato de etilo

		Butanoato de isoamilo		Butanoato de isoamilo



5 g

10 g

Áreas (unidades arbitrarias)

1543000

1428000

13000

16000

80000

95000



		Ác. Etanoico		Ác. Etanoico

		Ác. Butanoico		Ác. Butanoico

		Ác. 3-metil butanoico		Ác. 3-metil butanoico

		Ác. Hexanoico		Ác. Hexanoico

		Ác. Octanoico		Ác. Octanoico

		Ác. Decanoico		Ác. Decanoico

		Ác. Dodecanoico		Ác. Dodecanoico



5 g

10 g

Áreas (unidades arbitrarias)

857000

770000

655000

628000

167000

187000

309000

288000

120000

107000

53000

45000

8000

6000



		Grafico AI.IV.25





		1min		1min		1min		1min		1min

		5min		5min		5min		5min		5min

		15min		15min		15min		15min		15min

		30min		30min		30min		30min		30min



2-propanona

2-pentanona

2-heptanona

2-nonanona

8-nonen 2-ona

tiempo

Areas (unidades arbitrarias)

110329

2552575

1047532

221403

70840

159668

3369395

3613746

1009777

263552

161575

2855903

5618158

2638625

654885

169431

2314794

4443809

4307227

1009192



		1min		1min		1min		1min

		5min		5min		5min		5min

		15min		15min		15min		15min

		30min		30min		30min		30min



2-butanona

2-hexanona

2-octanona

2-undecanona

tiempo

Areas (unidades arbitrarias)

26026

35595

9983

11215

26811

87369

43315

45594

24050

87760

97117

112044

19992

55883.5

122506

220337.5



		1min		1min		1min		1min		1min

		5min		5min		5min		5min		5min

		15min		15min		15min		15min		15min

		30min		30min		30min		30min		30min



2-propanona

2-butanona

2-pentanona

2-octanona

2-undecanona

tiempo

Areas (unidades arbitrarias)

52123

55800

34535

0

0

84731

56013

86157

0

6693

100122

39799

102807

5894

14263

129606

50053

115039

18513

47777



		1min		1min		1min

		5min		5min		5min

		15min		15min		15min

		30min		30min		30min



2-heptanona

2-nonanona

8-nonen 2-ona

tiempo

Areas (unidades arbitrarias)

130777

36962

98202

613571

238733

294673

1081871

451790

407437

2193265

1301225

871608



		5min.		5min.		5min.		5min.

		15min.		15min.		15min.		15min.

		30min.		30min.		30min.		30min.



2-pentanona

2-heptanona

2-nonanona

8-nonen 2-ona

tiempo

Areas (unidades arbitrarias)

576850

660531.5

305949.25

628178.5

592335.5

1352611.5

590951.25

1312548

788846.5

1960299

1013213.5

1456373



		5min.		5min.		5min.		5min.		5min.

		15min.		15min.		15min.		15min.		15min.

		30min.		30min.		30min.		30min.		30min.



2-propanona

2-butanona

2-hexanona

2-octanona

2-undecanona

tiempo

Areas (unidades arbitrarias)

297800

57590.5

10121.5

119000

22980

273875

54468

20645

126464.75

28678.25

257747.25

69356.5

28351

143400.5

44275.5



		Grafico A.IV.26





		1min		1min		1min		1min		1min		1min		1min		1min		1min

		5min		5min		5min		5min		5min		5min		5min		5min		5min

		15min		15min		15min		15min		15min		15min		15min		15min		15min

		30min		30min		30min		30min		30min		30min		30min		30min		30min



Etanol

2-butanol

2-metil 1-propanol

2-pentanol

1-butanol

2-heptanol

2-nonanol

2,3-butanodiol

2-feniletanol

tiempo

Areas (unidades arbitrarias)

56484

0

59343

0

0

0

0

0

0

74445

9492

89306

17512

0

23455

10582

0

0

70965

14714

83029

25073

14725

44668

23554

5829

7714

119663

30251

76754

43204

35549

98684

73108

28585

23994



		1min		1min

		5min		5min

		15min		15min

		30min		30min



2-propanol

3-metil 1-butanol

tiempo

Areas (unidades arbitrarias)

267934

314088

416025

854800

412889

1054768

285121

928111



		5min.		5min.		5min.		5min.		5min.		5min.		5min.

		15min.		15min.		15min.		15min.		15min.		15min.		15min.

		30min.		30min.		30min.		30min.		30min.		30min.		30min.



2-metil 1-propanol

1-butanol

2-hexanol

2-octanol

1-hexanol

2-nonanol

2-feniletilalcohol

tiempo

Areas (unidades arbitrarias)

67034

192759

24160

5860

15126.75

27157.5

0

53820

192306

50147.5

16877.5

41493.25

66537.75

23537

55963.5

271588

16576

40080.5

54884.5

130304

40175.5



		5min.		5min.		5min.		5min.		5min.		5min.

		15min.		15min.		15min.		15min.		15min.		15min.

		30min.		30min.		30min.		30min.		30min.		30min.



2-propanol

Etanol

2-pentanol

3-metil 1-butanol

2-heptanol

2,3-butanodiol

tiempo

Areas (unidades arbitrarias)

274153

2925144.5

470391

614196

227863.75

111753.25

221753.5

2961461.5

489104

607760.5

461852

196179.5

285651.5

3705356.5

486301

696674.75

735494.25

212017.75



		5min.		5min.		5min.		5min.		5min.		14869

		15min.		15min.		15min.		15min.		15min.		11942

		30min.		30min.		30min.		30min.		30min.		0



1-propanol

1-butanol

2-hexanol

1-hexanol

2,3-butanodiol

2-metil 1-propanol

tiempo

Areas (unidades arbitrarias)

191744

61369

96174

16429

120732

148846

52410

175816

47862

139498

112568

50443

41207

58499

190114



		5min.		5min.		5min.		5min.		5min.		5min.		5min.

		15min.		15min.		15min.		15min.		15min.		15min.		15min.

		30min.		30min.		30min.		30min.		30min.		30min.		30min.



2-propanol

Etanol

2-pentanol

3-metil 1-butanol

2-heptanol

2-octanol

2-nonanol

tiempo

Areas (unidades arbitrarias)

713587

707241

1934247

128062

1427278

47053

161087

560169

679186

1265559

85221

2392755

165086

592551

610807

660597

1127964

335356

1835402

265928

887173



		Grafico A.IV.27





		1min		1min		1min		1min

		5min		5min		5min		5min

		15min		15min		15min		15min

		30min		30min		30min		30min



Butanoato de etilo

Hexanoato de etilo

Butanoato de isoamilo

Octanoato de etilo

tiempo

Areas (unidades aribitrarias)

17934

0

73885

13167

57321

7999

140724

39892

64274

16627

210377

89454

62311

35073

291770

167054



		5min.		5min.		5min.		5min.		5min.		23178.5

		15min.		15min.		15min.		15min.		15min.		23952.5

		30min.		30min.		30min.		30min.		30min.		41521



Acetato de etilo

Hexanoato de metilo

Butanoato de isoamilo

Octanoato de etilo

Hexanoato de isoamilo

Butanoato de metilo

tiempo

Areas (unidades arbitrarias)

358919

10561.5

50832.5

68664.25

16642

345124.5

78428

128658

198357

46556

356047

59970.5

255097.5

401996

88802



		5min.		5min.

		15min.		15min.

		30min.		30min.



Butanoato de etilo

Hexanoato de etilo

tiempo

Areas (unidades arbitrarias)

1370002

1241825.75

1805849.5

3056018.5

2244536.5

5549095



		5min.		5min.		5min.		5min.		5min.		5min.

		15min.		15min.		15min.		15min.		15min.		15min.

		30min.		30min.		30min.		30min.		30min.		30min.



Acetato de etilo

Butanoato de metilo

Butanoato de etilo

Butanoato de isoamilo

Hexanoato de isopropilo

Hexanoato de isoamilo

tiempo

Areas (unidades arbitrarias)

44903

510369

815697

134323.5

77764

83918.5

38795

416153

627151

396334

317509

138977

40726

373467

521863

432347

532795

242755



		5min.		5min.		5min.

		15min.		15min.		15min.

		30min.		30min.		30min.



Hexanoato de metilo

Hexanoato de etilo

Octanoato de etilo

tiempo

Areas (unidades arbitrarias)

1396766

1738293

151001

2149753

4488422

595963

1459777

4059544

998463



		Gráfico A.IV.28





		1min		1min		1min		1min		1min		1min

		5min		5min		5min		5min		5min		5min

		15min		15min		15min		15min		15min		15min

		30min		30min		30min		30min		30min		30min



Ac. Etanoico

Ac. Propanoico

Ac. 2-metil propanoico

Ac. 3-metil butanoico

Ac. Decanoico

Ac. Dodecanoico

tiempo

Areas (unidades arbitrarias)

78418

12940

17688

11777

33743

5705

131421

33373

70519

46349

88874

14207

163962

99737

181053

54576

149513

16905

357411.5

116513.5

311436

95618

394132.5

46711



		1min		1min		1min

		5min		5min		5min

		15min		15min		15min

		30min		30min		30min



Ac. Butanoico

Ac. Hexanoico

Ac. Octanoico

tiempo

Areas (unidades arbitrarias)
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		Grafico AI.IV.25
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2-propanona

2-pentanona

2-heptanona

2-nonanona
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Areas (unidades arbitrarias)

110329
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2-butanona
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2-octanona
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tiempo

Areas (unidades arbitrarias)
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2-butanona
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Areas (unidades arbitrarias)
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34535

0

0

84731

56013

86157
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2-heptanona

2-nonanona

8-nonen 2-ona

tiempo

Areas (unidades arbitrarias)
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Areas (unidades arbitrarias)
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2-propanona

2-butanona
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2-octanona
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Areas (unidades arbitrarias)
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57590.5

10121.5
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22980

273875
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143400.5

44275.5



		Grafico A.IV.26
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Etanol

2-butanol

2-metil 1-propanol

2-pentanol

1-butanol

2-heptanol

2-nonanol

2,3-butanodiol

2-feniletanol

tiempo

Areas (unidades arbitrarias)

56484

0

59343

0

0

0

0

0

0

74445

9492

89306

17512

0

23455

10582

0

0

70965

14714

83029

25073

14725

44668

23554

5829

7714

119663

30251

76754

43204

35549

98684

73108

28585

23994



		1min		1min

		5min		5min

		15min		15min
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2-propanol

3-metil 1-butanol

tiempo

Areas (unidades arbitrarias)

267934

314088

416025

854800

412889

1054768

285121

928111
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2-metil 1-propanol

1-butanol

2-hexanol

2-octanol

1-hexanol

2-nonanol

2-feniletilalcohol

tiempo

Areas (unidades arbitrarias)

67034

192759

24160

5860

15126.75

27157.5

0

53820

192306

50147.5

16877.5

41493.25

66537.75

23537

55963.5

271588

16576
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54884.5

130304

40175.5
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2-propanol

Etanol
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3-metil 1-butanol

2-heptanol

2,3-butanodiol
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		Butanoato de etilo		Butanoato de etilo		Butanoato de etilo		Butanoato de etilo		Butanoato de etilo

		Butanoato de isoamilo		Butanoato de isoamilo		Butanoato de isoamilo		Butanoato de isoamilo		Butanoato de isoamilo

		Octanoato de etilo		Octanoato de etilo		Octanoato de etilo		Octanoato de etilo		Octanoato de etilo



5min

10min

15min

30min

60min

Áreas (unidades arbitrarias)

27881

25588

34500

30914

25316

73417

82104

75328

67901

71194

36412

40248

46212

52780

51007



		Ác. Butanoico		Ác. Butanoico		Ác. Butanoico		Ác. Butanoico		Ác. Butanoico

		Ác. 3-metilbutanoico		Ác. 3-metilbutanoico		Ác. 3-metilbutanoico		Ác. 3-metilbutanoico		Ác. 3-metilbutanoico

		Ác. Hexanoico		Ác. Hexanoico		Ác. Hexanoico		Ác. Hexanoico		Ác. Hexanoico

		Ác. Octanoico		Ác. Octanoico		Ác. Octanoico		Ác. Octanoico		Ác. Octanoico



5min

10min

15min

30min

60min

Áreas (unidades arbitrarias)

213266

622633

583252

573490

405272

28624

27480

29124

25215

20694

248056

230104

232885

265938

198109

30441

28513

49597

57097

33272



		2-propanona		2-propanona		2-propanona		161767		151202		259603

		2-pentanona		2-pentanona		2-pentanona		140160		108980		1755485

		2-heptanona		2-heptanona		2-heptanona		2476877		2102397		5901242

		2-nonanona		2-nonanona		2-nonanona		1471497		1558167.5		2167012

		8-nonen 2-ona		8-nonen 2-ona		8-nonen 2-ona		667525		851579.5		1455872



0.3g

0.6g

1g

2.5g

5g

10g

Áreas (unidades arbitrarias)

65463

89861.5

126054

98214

108369.5

133040

1967932

2281988

2448071

1444214

1557616

1803522

714844.5

792222.5

739868



		2-propanol		2-propanol		2-propanol		2-propanol		2-propanol		2-propanol

		Etanol		Etanol		Etanol		Etanol		Etanol		Etanol

		2-metil 1-propanol		2-metil 1-propanol		2-metil 1-propanol		2-metil 1-propanol		2-metil 1-propanol		2-metil 1-propanol

		2-pentanol		2-pentanol		2-pentanol		2-pentanol		2-pentanol		2-pentanol

		3-metil 1-butanol		3-metil 1-butanol		3-metil 1-butanol		3-metil 1-butanol		3-metil 1-butanol		3-metil 1-butanol

		2-heptanol		2-heptanol		2-heptanol		2-heptanol		2-heptanol		2-heptanol

		2-nonanol		2-nonanol		2-nonanol		2-nonanol		2-nonanol		2-nonanol



0.3g

0.6g

1g

2.5g

5g

10g

Áreas (unidades arbitrarias)

192852.5

323941.5

350212

385154

390988.5

142089

81486

103215

96486

110664

107814

26442

58081.5

56845

53037

87779

76451.5

51592

56847.5

51905

91542

56318

43125

30700

935621.5

993576.5

988761

1071440

924553

843031

111985

129827.5

137915

130552

115606.5

88890

206472.5

163811.5

189005

122714

100746.5

94895



		Butanoato de metilo		Butanoato de metilo		Butanoato de metilo		Butanoato de metilo		Butanoato de metilo		Butanoato de metilo

		Butanoato de etilo		Butanoato de etilo		Butanoato de etilo		Butanoato de etilo		Butanoato de etilo		Butanoato de etilo

		Butanoato de isoamilo		Butanoato de isoamilo		Butanoato de isoamilo		Butanoato de isoamilo		Butanoato de isoamilo		Butanoato de isoamilo

		Octanoato de etilo		Octanoato de etilo		Octanoato de etilo		Octanoato de etilo		Octanoato de etilo		Octanoato de etilo



0.3g

0.6g

1g

2.5g

5g

10g

Áreas (unidades arbitrarias)

58255.5

54916

51441

53686

74955.5

0

75098.5

83906.5

95674

91105

97068.5

60885

227455.5

232408.5

254775

233141

227940

199853

232129.5

246969

297898

246584

312764

223716



		Ác. Butanoico		Ác. Butanoico		Ác. Butanoico		Ác. Butanoico		Ác. Butanoico		Ác. Butanoico

		Ác. 3-metilbutanoico		Ác. 3-metilbutanoico		Ác. 3-metilbutanoico		Ác. 3-metilbutanoico		Ác. 3-metilbutanoico		Ác. 3-metilbutanoico

		Ác. Hexanoico		Ác. Hexanoico		Ác. Hexanoico		Ác. Hexanoico		Ác. Hexanoico		Ác. Hexanoico

		Ác. Octanoico		Ác. Octanoico		Ác. Octanoico		Ác. Octanoico		Ác. Octanoico		Ác. Octanoico

		Ác. Decanoico		Ác. Decanoico		Ác. Decanoico		Ác. Decanoico		Ác. Decanoico		Ác. Decanoico



0.3g

0.6g

1g

2.5g

5g

10g

Áreas (unidades arbitrarias)

921967

1017936

892047

921023

1233839.5

2019196

74172

101756

93587

96855

95209.5

197769

663692.5

826848

791268

850909

1189028

2051674

88016

136920.5

147074

191915

236454.5

413839

32648.5

70554

92183

110908

106944.5

131069



		propanona		propanona

		2-butanona		2-butanona

		2-pentanona		2-pentanona

		2-hexanona		2-hexanona

		2-heptanona		2-heptanona

		2-nonanona		2-nonanona



5 g

10 g

Áreas (unidades arbitrarias)

354000

409000

22000

24000

493000

503000

25000

26000

258000

253000

123000

145000



		2-propanol		2-propanol

		Etanol		Etanol

		2-butanol		2-butanol

		metil 1-propanol		metil 1-propanol

		2-pentanol		2-pentanol

		3-metil 1-butanol		3-metil 1-butanol

		2-heptanol		2-heptanol

		2-nonanol		2-nonanol



5 g

10 g

Áreas (unidades arbitrarias)

221000

206000

1915000

1963000

67000

72000

24000

15000

11000

7000

30000

33000

184000

185000

148000

163000



		Butanoato de etilo		Butanoato de etilo

		Hexanoato de etilo		Hexanoato de etilo

		Butanoato de isoamilo		Butanoato de isoamilo



5 g

10 g

Áreas (unidades arbitrarias)

1543000

1428000

13000

16000

80000

95000



		Ác. Etanoico		Ác. Etanoico

		Ác. Butanoico		Ác. Butanoico

		Ác. 3-metil butanoico		Ác. 3-metil butanoico

		Ác. Hexanoico		Ác. Hexanoico

		Ác. Octanoico		Ác. Octanoico

		Ác. Decanoico		Ác. Decanoico

		Ác. Dodecanoico		Ác. Dodecanoico



5 g

10 g

Áreas (unidades arbitrarias)

857000

770000

655000

628000

167000

187000

309000

288000

120000

107000

53000

45000

8000

6000



		Grafico AI.IV.25





		1min		1min		1min		1min		1min

		5min		5min		5min		5min		5min

		15min		15min		15min		15min		15min

		30min		30min		30min		30min		30min



2-propanona

2-pentanona

2-heptanona

2-nonanona

8-nonen 2-ona

tiempo

Areas (unidades arbitrarias)

110329

2552575

1047532

221403

70840

159668

3369395

3613746

1009777

263552

161575

2855903

5618158

2638625

654885

169431

2314794

4443809

4307227

1009192



		1min		1min		1min		1min

		5min		5min		5min		5min

		15min		15min		15min		15min

		30min		30min		30min		30min



2-butanona

2-hexanona

2-octanona

2-undecanona

tiempo

Areas (unidades arbitrarias)

26026

35595

9983

11215

26811

87369

43315

45594

24050

87760

97117

112044

19992

55883.5

122506

220337.5



		1min		1min		1min		1min		1min

		5min		5min		5min		5min		5min

		15min		15min		15min		15min		15min

		30min		30min		30min		30min		30min



2-propanona

2-butanona

2-pentanona

2-octanona

2-undecanona

tiempo

Areas (unidades arbitrarias)

52123

55800

34535

0

0

84731

56013

86157

0

6693

100122

39799

102807

5894

14263

129606

50053

115039

18513

47777



		1min		1min		1min

		5min		5min		5min

		15min		15min		15min

		30min		30min		30min



2-heptanona

2-nonanona

8-nonen 2-ona

tiempo

Areas (unidades arbitrarias)

130777

36962

98202

613571

238733

294673

1081871

451790

407437

2193265

1301225

871608



		5min.		5min.		5min.		5min.

		15min.		15min.		15min.		15min.

		30min.		30min.		30min.		30min.



2-pentanona

2-heptanona

2-nonanona

8-nonen 2-ona

tiempo

Areas (unidades arbitrarias)

576850

660531.5

305949.25

628178.5

592335.5

1352611.5

590951.25

1312548

788846.5

1960299

1013213.5

1456373



		5min.		5min.		5min.		5min.		5min.

		15min.		15min.		15min.		15min.		15min.

		30min.		30min.		30min.		30min.		30min.



2-propanona

2-butanona

2-hexanona

2-octanona

2-undecanona

tiempo

Areas (unidades arbitrarias)

297800

57590.5

10121.5

119000

22980

273875

54468

20645

126464.75

28678.25

257747.25

69356.5

28351

143400.5

44275.5



		Grafico A.IV.26





		1min		1min		1min		1min		1min		1min		1min		1min		1min

		5min		5min		5min		5min		5min		5min		5min		5min		5min

		15min		15min		15min		15min		15min		15min		15min		15min		15min

		30min		30min		30min		30min		30min		30min		30min		30min		30min



Etanol

2-butanol

2-metil 1-propanol

2-pentanol

1-butanol

2-heptanol

2-nonanol

2,3-butanodiol

2-feniletanol

tiempo

Areas (unidades arbitrarias)

56484

0

59343

0

0

0

0

0

0

74445

9492

89306

17512

0

23455

10582

0

0

70965

14714

83029

25073

14725

44668

23554

5829

7714

119663

30251

76754

43204

35549

98684

73108

28585

23994



		1min		1min

		5min		5min

		15min		15min

		30min		30min



2-propanol

3-metil 1-butanol

tiempo

Areas (unidades arbitrarias)

267934

314088

416025

854800

412889

1054768

285121

928111



		5min.		5min.		5min.		5min.		5min.		5min.		5min.

		15min.		15min.		15min.		15min.		15min.		15min.		15min.

		30min.		30min.		30min.		30min.		30min.		30min.		30min.



2-metil 1-propanol

1-butanol

2-hexanol

2-octanol

1-hexanol

2-nonanol

2-feniletilalcohol

tiempo

Areas (unidades arbitrarias)

67034

192759

24160

5860

15126.75

27157.5

0

53820

192306

50147.5

16877.5

41493.25

66537.75

23537

55963.5

271588

16576

40080.5

54884.5

130304

40175.5



		5min.		5min.		5min.		5min.		5min.		5min.

		15min.		15min.		15min.		15min.		15min.		15min.

		30min.		30min.		30min.		30min.		30min.		30min.



2-propanol

Etanol

2-pentanol

3-metil 1-butanol

2-heptanol

2,3-butanodiol

tiempo

Areas (unidades arbitrarias)

274153

2925144.5

470391

614196

227863.75

111753.25

221753.5

2961461.5

489104

607760.5

461852

196179.5

285651.5

3705356.5

486301

696674.75

735494.25

212017.75



		5min.		5min.		5min.		5min.		5min.		14869

		15min.		15min.		15min.		15min.		15min.		11942

		30min.		30min.		30min.		30min.		30min.		0



1-propanol

1-butanol

2-hexanol

1-hexanol

2,3-butanodiol

2-metil 1-propanol

tiempo

Areas (unidades arbitrarias)

191744

61369

96174

16429

120732

148846

52410

175816

47862

139498

112568

50443

41207

58499

190114



		5min.		5min.		5min.		5min.		5min.		5min.		5min.

		15min.		15min.		15min.		15min.		15min.		15min.		15min.

		30min.		30min.		30min.		30min.		30min.		30min.		30min.



2-propanol

Etanol

2-pentanol

3-metil 1-butanol

2-heptanol

2-octanol

2-nonanol

tiempo

Areas (unidades arbitrarias)

713587

707241

1934247

128062

1427278

47053

161087

560169

679186

1265559

85221

2392755

165086

592551

610807

660597

1127964

335356

1835402

265928

887173



		Grafico A.IV.27





		1min		1min		1min		1min

		5min		5min		5min		5min

		15min		15min		15min		15min

		30min		30min		30min		30min



Butanoato de etilo

Hexanoato de etilo

Butanoato de isoamilo

Octanoato de etilo

tiempo

Areas (unidades aribitrarias)

17934

0

73885

13167

57321

7999

140724

39892

64274

16627

210377

89454

62311

35073

291770

167054



		5min.		5min.		5min.		5min.		5min.		23178.5

		15min.		15min.		15min.		15min.		15min.		23952.5

		30min.		30min.		30min.		30min.		30min.		41521



Acetato de etilo

Hexanoato de metilo

Butanoato de isoamilo

Octanoato de etilo

Hexanoato de isoamilo

Butanoato de metilo

tiempo

Areas (unidades arbitrarias)

358919

10561.5

50832.5

68664.25

16642

345124.5

78428

128658

198357

46556

356047

59970.5

255097.5

401996

88802



		5min.		5min.

		15min.		15min.

		30min.		30min.



Butanoato de etilo

Hexanoato de etilo

tiempo

Areas (unidades arbitrarias)

1370002

1241825.75

1805849.5

3056018.5

2244536.5

5549095



		5min.		5min.		5min.		5min.		5min.		5min.

		15min.		15min.		15min.		15min.		15min.		15min.

		30min.		30min.		30min.		30min.		30min.		30min.



Acetato de etilo

Butanoato de metilo

Butanoato de etilo

Butanoato de isoamilo

Hexanoato de isopropilo

Hexanoato de isoamilo

tiempo

Areas (unidades arbitrarias)

44903

510369

815697

134323.5

77764

83918.5

38795

416153

627151

396334

317509

138977

40726

373467

521863

432347

532795

242755



		5min.		5min.		5min.

		15min.		15min.		15min.

		30min.		30min.		30min.



Hexanoato de metilo

Hexanoato de etilo

Octanoato de etilo

tiempo

Areas (unidades arbitrarias)

1396766

1738293

151001

2149753

4488422

595963

1459777

4059544

998463
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		1min		1min		1min		1min		1min		1min

		5min		5min		5min		5min		5min		5min

		15min		15min		15min		15min		15min		15min

		30min		30min		30min		30min		30min		30min



Ac. Etanoico

Ac. Propanoico

Ac. 2-metil propanoico

Ac. 3-metil butanoico

Ac. Decanoico

Ac. Dodecanoico

tiempo

Areas (unidades arbitrarias)

78418

12940

17688

11777

33743

5705

131421

33373

70519

46349

88874

14207

163962

99737

181053

54576

149513

16905

357411.5

116513.5

311436

95618

394132.5

46711



		1min		1min		1min

		5min		5min		5min

		15min		15min		15min

		30min		30min		30min



Ac. Butanoico

Ac. Hexanoico

Ac. Octanoico

tiempo

Areas (unidades arbitrarias)

554425

203712

64840

1579474

737706

193161

1755777

1240845

317849

2890334

3246049.5

935084.5



		5min.		5min.		5min.		5min.		5min.		5min.

		15min.		15min.		15min.		15min.		15min.		15min.

		30min.		30min.		30min.		30min.		30min.		30min.



Ac. 2-metilpropanoico

Ac. 3-metilbutanoico

Ac. Pentanoico

Ac. Heptanoico

Ac. Octanoico

Ac. Decanoico

tiempo

Areas (unidades arbitrarias)

39569.5

174707.5

25964.5

7959.25

194097.5

54805.5

57045.5

344930.25

86684.5

23053

508901.75

105280.5

59256

245604.75

65388

26785.5

532122.5

126148



		5min.		5min.

		15min.		15min.

		30min.		30min.



Ac. Butanoico

Ac. Hexanoico

tiempo

Areas (unidades arbitrarias)

4732621

1987480

6368509.25

4542864.25

5938203.5

4325290.75



		5min.		5min.		5min.		5min.

		15min.		15min.		15min.		15min.

		30min.		30min.		30min.		30min.



Ac. 2-metil propanoico

Ac. Pentanoico

Ac. Heptanoico

Ac. Dodecanoico

tiempo

Areas (unidades arbitrarias)

78502

17749

11820

0

96915

41317.5

34820

30676

68065.5

51746.5

61543

60069.5



		5min.		5min.		5min.		5min.		5min.

		15min.		15min.		15min.		15min.		15min.

		30min.		30min.		30min.		30min.		30min.



Ac. Butanoico

Ac. 3-metil butanoico

Ac. Hexanoico

Ac. Octanoico

Ac. Decanoico

tiempo

Areas (unidades arbitrarias)

2723572

651910.5

1998195

306654.5

97513

4889938

1052147.5

4605268

1052730.5

365958.5

4368190

950969.5

5380218

1887036

703450



		Grafico A.IV.29





		2-propanona		2-propanona

		2-butanona		2-butanona

		diacetilo		diacetilo

		2-hexanona		2-hexanona

		2-heptanona		2-heptanona

		acetoína		acetoína

		2-nonanona		2-nonanona



15min

30min

Áreas (unidades arbitrarias)

Queso Reggianito AI

187000

174000

228000

232000

211000

262000

157000

279000

322000

512000

577000

561000

31000

64000



		2-propanona		2-propanona

		2-butanona		2-butanona

		diacetilo		diacetilo

		2-hexanona		2-hexanona

		2-heptanona		2-heptanona

		acetoína		acetoína

		2-nonanona		2-nonanona



15min

30min

Áreas (unidades arbitrarias)
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		Ác. 3-metilbutanoico		Ác. 3-metilbutanoico

		Ác. Hexanoico		Ác. Hexanoico

		Ác. Octanoico		Ác. Octanoico

		Ác. Decanoico		Ác. Decanoico



T=40ºC

T=60ºC

Áreas (unidades arbitrarias)

1022635

5597351

288492

411735

1276961

6673808

377362

5733103

129152

3184013



Hoja4

		2-propanol+EtOH		2-propanol+EtOH

		2-pentanol		2-pentanol

		3-metil 1-butanol		3-metil 1-butanol

		2-heptanol		2-heptanol

		2-nonanol		2-nonanol



T=40ºC

T=60ºC

Áreas (unidades arbitrarias)

168579

128515

37153

18072

895828

237309

126622

31907

286530

183489



Hoja5

		2-propanona		2-propanona		2-propanona

		2-pentanona		2-pentanona		2-pentanona

		2-heptanona		2-heptanona		2-heptanona

		2-nonanona		2-nonanona		2-nonanona

		8-nonen 2-ona		8-nonen 2-ona		8-nonen 2-ona

		2-undecanona		2-undecanona		2-undecanona



3hs

5hs

7hs

Áreas (unidades arbitrarias)

203240

357966

352388

2068539

4927453

4649705

6010383

9820419

9576899

2206401

4497673

5985936

542534

1310910

1677390

63000

106114

124695



Hoja6

		2-propanol		2-propanol		2-propanol

		2-butanol		2-butanol		2-butanol

		2-pentanol		2-pentanol		2-pentanol

		3-metil 1-butanol		3-metil 1-butanol		3-metil 1-butanol

		2-heptanol		2-heptanol		2-heptanol

		2-nonanol		2-nonanol		2-nonanol



3hs

5hs

7hs

Áreas (unidades arbitrarias)

111576

83680

57529

26800

12129

11365

33103

28469

28689

863951

542909

440871

97992

72459

69522

254213

195165

180261



Hoja7

		Butanoato de etilo		Butanoato de etilo		Butanoato de etilo

		Butanoato de isoamilo		Butanoato de isoamilo		Butanoato de isoamilo

		Octanoato de etilo		Octanoato de etilo		Octanoato de etilo



3hs

5hs

7hs

Áreas (unidades arbitrarias)

68044

52958

41857

167135

169033

147888

623458

256401

269866



Hoja8

		Ác. Butanoico		Ác. Butanoico		Ác. Butanoico

		Ác. 3-metilbutanoico		Ác. 3-metilbutanoico		Ác. 3-metilbutanoico

		Ác. Hexanoico		Ác. Hexanoico		Ác. Hexanoico

		Ác. Octanoico		Ác. Octanoico		Ác. Octanoico

		Ác. Decanoico		Ác. Decanoico		Ác. Decanoico



3hs

5hs

7hs

Áreas (unidades arbitrarias)

692370

669492

726218

325583

120038

122206

752010

698225

681492

235718

190349

150849

76992

77574

77890



Hoja9

		2-pentanona		2-pentanona		2-pentanona		2-pentanona		2-pentanona

		2-heptanona		2-heptanona		2-heptanona		2-heptanona		2-heptanona

		2-nonanona		2-nonanona		2-nonanona		2-nonanona		2-nonanona

		8-nonen 2-ona		8-nonen 2-ona		8-nonen 2-ona		8-nonen 2-ona		8-nonen 2-ona



5min

10min

15min

30min

60min

Áreas (unidades arbitrarias)

68419

72240

76140

74177

77550

529651

734743

673903

637174

666554

188064

238133

239485

284436

287228

296193

291294

287112

363537

408002



Hoja10

		2-propanol		2-propanol		2-propanol		2-propanol		2-propanol

		Etanol		Etanol		Etanol		Etanol		Etanol

		2-metil 1-propanol		2-metil 1-propanol		2-metil 1-propanol		2-metil 1-propanol		2-metil 1-propanol

		3-metil 1-butanol		3-metil 1-butanol		3-metil 1-butanol		3-metil 1-butanol		3-metil 1-butanol

		2-heptanol		2-heptanol		2-heptanol		2-heptanol		2-heptanol



5min

10min

15min

30min

60min

Áreas (unidades arbitrarias)

306060

351606

368274

364833

386878

81502

84867

86890

109858

76522

70414

79032

77882

82007

64818

688317

734743

799944

791350

798756

16043

20057

20040

21174

24165



		Butanoato de etilo		Butanoato de etilo		Butanoato de etilo		Butanoato de etilo		Butanoato de etilo

		Butanoato de isoamilo		Butanoato de isoamilo		Butanoato de isoamilo		Butanoato de isoamilo		Butanoato de isoamilo

		Octanoato de etilo		Octanoato de etilo		Octanoato de etilo		Octanoato de etilo		Octanoato de etilo



5min

10min

15min

30min

60min

Áreas (unidades arbitrarias)

27881

25588

34500

30914

25316

73417

82104

75328

67901

71194

36412

40248

46212

52780

51007



		Ác. Butanoico		Ác. Butanoico		Ác. Butanoico		Ác. Butanoico		Ác. Butanoico

		Ác. 3-metilbutanoico		Ác. 3-metilbutanoico		Ác. 3-metilbutanoico		Ác. 3-metilbutanoico		Ác. 3-metilbutanoico

		Ác. Hexanoico		Ác. Hexanoico		Ác. Hexanoico		Ác. Hexanoico		Ác. Hexanoico

		Ác. Octanoico		Ác. Octanoico		Ác. Octanoico		Ác. Octanoico		Ác. Octanoico



5min

10min

15min

30min

60min

Áreas (unidades arbitrarias)

213266

622633

583252

573490

405272

28624

27480

29124

25215

20694

248056

230104

232885

265938

198109

30441

28513

49597

57097

33272



		2-propanona		2-propanona		2-propanona		161767		151202		259603

		2-pentanona		2-pentanona		2-pentanona		140160		108980		1755485

		2-heptanona		2-heptanona		2-heptanona		2476877		2102397		5901242

		2-nonanona		2-nonanona		2-nonanona		1471497		1558167.5		2167012

		8-nonen 2-ona		8-nonen 2-ona		8-nonen 2-ona		667525		851579.5		1455872



0.3g

0.6g

1g

2.5g

5g

10g

Áreas (unidades arbitrarias)

65463

89861.5

126054

98214

108369.5

133040

1967932

2281988

2448071

1444214

1557616

1803522

714844.5

792222.5

739868



		2-propanol		2-propanol		2-propanol		2-propanol		2-propanol		2-propanol

		Etanol		Etanol		Etanol		Etanol		Etanol		Etanol

		2-metil 1-propanol		2-metil 1-propanol		2-metil 1-propanol		2-metil 1-propanol		2-metil 1-propanol		2-metil 1-propanol

		2-pentanol		2-pentanol		2-pentanol		2-pentanol		2-pentanol		2-pentanol

		3-metil 1-butanol		3-metil 1-butanol		3-metil 1-butanol		3-metil 1-butanol		3-metil 1-butanol		3-metil 1-butanol

		2-heptanol		2-heptanol		2-heptanol		2-heptanol		2-heptanol		2-heptanol

		2-nonanol		2-nonanol		2-nonanol		2-nonanol		2-nonanol		2-nonanol



0.3g

0.6g

1g

2.5g

5g

10g

Áreas (unidades arbitrarias)

192852.5

323941.5

350212

385154

390988.5

142089

81486

103215

96486

110664

107814

26442

58081.5

56845

53037

87779

76451.5

51592

56847.5

51905

91542

56318

43125

30700

935621.5

993576.5

988761

1071440

924553

843031

111985

129827.5

137915

130552

115606.5

88890

206472.5

163811.5

189005

122714

100746.5

94895



		Butanoato de metilo		Butanoato de metilo		Butanoato de metilo		Butanoato de metilo		Butanoato de metilo		Butanoato de metilo

		Butanoato de etilo		Butanoato de etilo		Butanoato de etilo		Butanoato de etilo		Butanoato de etilo		Butanoato de etilo

		Butanoato de isoamilo		Butanoato de isoamilo		Butanoato de isoamilo		Butanoato de isoamilo		Butanoato de isoamilo		Butanoato de isoamilo

		Octanoato de etilo		Octanoato de etilo		Octanoato de etilo		Octanoato de etilo		Octanoato de etilo		Octanoato de etilo



0.3g

0.6g

1g

2.5g

5g

10g

Áreas (unidades arbitrarias)

58255.5

54916

51441

53686

74955.5

0

75098.5

83906.5

95674

91105

97068.5

60885

227455.5

232408.5

254775

233141

227940

199853

232129.5

246969

297898

246584

312764

223716



		Ác. Butanoico		Ác. Butanoico		Ác. Butanoico		Ác. Butanoico		Ác. Butanoico		Ác. Butanoico

		Ác. 3-metilbutanoico		Ác. 3-metilbutanoico		Ác. 3-metilbutanoico		Ác. 3-metilbutanoico		Ác. 3-metilbutanoico		Ác. 3-metilbutanoico

		Ác. Hexanoico		Ác. Hexanoico		Ác. Hexanoico		Ác. Hexanoico		Ác. Hexanoico		Ác. Hexanoico

		Ác. Octanoico		Ác. Octanoico		Ác. Octanoico		Ác. Octanoico		Ác. Octanoico		Ác. Octanoico

		Ác. Decanoico		Ác. Decanoico		Ác. Decanoico		Ác. Decanoico		Ác. Decanoico		Ác. Decanoico



0.3g

0.6g

1g

2.5g

5g

10g

Áreas (unidades arbitrarias)

921967

1017936

892047

921023

1233839.5

2019196

74172

101756

93587

96855

95209.5

197769

663692.5

826848

791268

850909

1189028

2051674

88016

136920.5

147074

191915

236454.5

413839

32648.5

70554

92183

110908

106944.5

131069



		propanona		propanona

		2-butanona		2-butanona

		2-pentanona		2-pentanona

		2-hexanona		2-hexanona

		2-heptanona		2-heptanona

		2-nonanona		2-nonanona



5 g

10 g

Áreas (unidades arbitrarias)

354000

409000

22000

24000

493000

503000

25000

26000

258000

253000

123000

145000



		2-propanol		2-propanol

		Etanol		Etanol

		2-butanol		2-butanol

		metil 1-propanol		metil 1-propanol

		2-pentanol		2-pentanol

		3-metil 1-butanol		3-metil 1-butanol

		2-heptanol		2-heptanol

		2-nonanol		2-nonanol



5 g

10 g

Áreas (unidades arbitrarias)

221000

206000

1915000

1963000

67000

72000

24000

15000

11000

7000

30000

33000

184000

185000

148000

163000



		Butanoato de etilo		Butanoato de etilo

		Hexanoato de etilo		Hexanoato de etilo

		Butanoato de isoamilo		Butanoato de isoamilo



5 g

10 g

Áreas (unidades arbitrarias)

1543000

1428000

13000

16000

80000

95000



		Ác. Etanoico		Ác. Etanoico

		Ác. Butanoico		Ác. Butanoico

		Ác. 3-metil butanoico		Ác. 3-metil butanoico

		Ác. Hexanoico		Ác. Hexanoico

		Ác. Octanoico		Ác. Octanoico

		Ác. Decanoico		Ác. Decanoico

		Ác. Dodecanoico		Ác. Dodecanoico



5 g

10 g

Áreas (unidades arbitrarias)

857000

770000

655000

628000

167000

187000

309000

288000

120000

107000

53000

45000

8000

6000



		Grafico AI.IV.25





		1min		1min		1min		1min		1min

		5min		5min		5min		5min		5min

		15min		15min		15min		15min		15min

		30min		30min		30min		30min		30min



2-propanona

2-pentanona

2-heptanona

2-nonanona

8-nonen 2-ona

tiempo

Areas (unidades arbitrarias)

110329

2552575

1047532

221403

70840

159668

3369395

3613746

1009777

263552

161575

2855903

5618158

2638625

654885

169431

2314794

4443809

4307227

1009192



		1min		1min		1min		1min

		5min		5min		5min		5min

		15min		15min		15min		15min

		30min		30min		30min		30min



2-butanona

2-hexanona

2-octanona

2-undecanona

tiempo

Areas (unidades arbitrarias)

26026

35595

9983

11215

26811

87369

43315

45594

24050

87760

97117

112044

19992

55883.5

122506

220337.5



		1min		1min		1min		1min		1min

		5min		5min		5min		5min		5min

		15min		15min		15min		15min		15min

		30min		30min		30min		30min		30min



2-propanona

2-butanona

2-pentanona

2-octanona

2-undecanona

tiempo

Areas (unidades arbitrarias)

52123

55800

34535

0

0

84731

56013

86157

0

6693

100122

39799

102807

5894

14263

129606

50053

115039

18513

47777



		1min		1min		1min

		5min		5min		5min

		15min		15min		15min

		30min		30min		30min



2-heptanona

2-nonanona

8-nonen 2-ona

tiempo

Areas (unidades arbitrarias)

130777

36962

98202

613571

238733

294673

1081871

451790

407437

2193265

1301225

871608



		5min.		5min.		5min.		5min.

		15min.		15min.		15min.		15min.

		30min.		30min.		30min.		30min.



2-pentanona

2-heptanona

2-nonanona

8-nonen 2-ona

tiempo

Areas (unidades arbitrarias)

576850

660531.5

305949.25

628178.5

592335.5

1352611.5

590951.25

1312548

788846.5

1960299

1013213.5

1456373



		5min.		5min.		5min.		5min.		5min.

		15min.		15min.		15min.		15min.		15min.

		30min.		30min.		30min.		30min.		30min.



2-propanona

2-butanona

2-hexanona

2-octanona

2-undecanona

tiempo

Areas (unidades arbitrarias)

297800

57590.5

10121.5

119000

22980

273875

54468

20645

126464.75

28678.25

257747.25

69356.5

28351

143400.5

44275.5



		Grafico A.IV.26





		1min		1min		1min		1min		1min		1min		1min		1min		1min

		5min		5min		5min		5min		5min		5min		5min		5min		5min

		15min		15min		15min		15min		15min		15min		15min		15min		15min

		30min		30min		30min		30min		30min		30min		30min		30min		30min



Etanol

2-butanol

2-metil 1-propanol

2-pentanol

1-butanol

2-heptanol

2-nonanol

2,3-butanodiol

2-feniletanol

tiempo

Areas (unidades arbitrarias)

56484

0

59343

0

0

0

0

0

0

74445

9492

89306

17512

0

23455

10582

0

0

70965

14714

83029

25073

14725

44668

23554

5829

7714

119663

30251

76754

43204

35549

98684

73108

28585

23994



		1min		1min

		5min		5min

		15min		15min

		30min		30min



2-propanol

3-metil 1-butanol

tiempo

Areas (unidades arbitrarias)

267934

314088

416025

854800

412889

1054768

285121

928111



		5min.		5min.		5min.		5min.		5min.		5min.		5min.

		15min.		15min.		15min.		15min.		15min.		15min.		15min.

		30min.		30min.		30min.		30min.		30min.		30min.		30min.



2-metil 1-propanol

1-butanol

2-hexanol

2-octanol

1-hexanol

2-nonanol

2-feniletilalcohol

tiempo

Areas (unidades arbitrarias)

67034

192759

24160

5860

15126.75

27157.5

0

53820

192306

50147.5

16877.5

41493.25

66537.75

23537

55963.5

271588

16576

40080.5

54884.5

130304

40175.5



		5min.		5min.		5min.		5min.		5min.		5min.

		15min.		15min.		15min.		15min.		15min.		15min.

		30min.		30min.		30min.		30min.		30min.		30min.



2-propanol

Etanol

2-pentanol

3-metil 1-butanol

2-heptanol

2,3-butanodiol

tiempo

Areas (unidades arbitrarias)

274153

2925144.5

470391

614196

227863.75

111753.25

221753.5

2961461.5

489104

607760.5

461852

196179.5

285651.5

3705356.5

486301

696674.75

735494.25

212017.75



		5min.		5min.		5min.		5min.		5min.		14869

		15min.		15min.		15min.		15min.		15min.		11942

		30min.		30min.		30min.		30min.		30min.		0



1-propanol

1-butanol

2-hexanol

1-hexanol

2,3-butanodiol

2-metil 1-propanol

tiempo

Areas (unidades arbitrarias)

191744

61369

96174

16429

120732

148846

52410

175816

47862

139498

112568

50443

41207

58499

190114



		5min.		5min.		5min.		5min.		5min.		5min.		5min.

		15min.		15min.		15min.		15min.		15min.		15min.		15min.

		30min.		30min.		30min.		30min.		30min.		30min.		30min.



2-propanol

Etanol

2-pentanol

3-metil 1-butanol

2-heptanol

2-octanol

2-nonanol

tiempo

Areas (unidades arbitrarias)

713587

707241

1934247

128062

1427278

47053

161087

560169

679186

1265559

85221

2392755

165086

592551

610807

660597

1127964

335356

1835402

265928

887173



		Grafico A.IV.27





		1min		1min		1min		1min

		5min		5min		5min		5min

		15min		15min		15min		15min

		30min		30min		30min		30min



Butanoato de etilo

Hexanoato de etilo

Butanoato de isoamilo

Octanoato de etilo

tiempo

Areas (unidades aribitrarias)

17934

0

73885

13167

57321

7999

140724

39892

64274

16627

210377

89454

62311

35073

291770

167054



		5min.		5min.		5min.		5min.		5min.		23178.5

		15min.		15min.		15min.		15min.		15min.		23952.5

		30min.		30min.		30min.		30min.		30min.		41521



Acetato de etilo

Hexanoato de metilo

Butanoato de isoamilo

Octanoato de etilo

Hexanoato de isoamilo

Butanoato de metilo

tiempo

Areas (unidades arbitrarias)

358919

10561.5

50832.5

68664.25

16642

345124.5

78428

128658

198357

46556

356047

59970.5

255097.5

401996

88802



		5min.		5min.

		15min.		15min.

		30min.		30min.



Butanoato de etilo

Hexanoato de etilo

tiempo

Areas (unidades arbitrarias)

1370002

1241825.75

1805849.5

3056018.5

2244536.5

5549095



		5min.		5min.		5min.		5min.		5min.		5min.

		15min.		15min.		15min.		15min.		15min.		15min.

		30min.		30min.		30min.		30min.		30min.		30min.
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		Ác. Decanoico		Ác. Decanoico		Ác. Decanoico



3hs

5hs

7hs

Áreas (unidades arbitrarias)

692370

669492

726218

325583

120038

122206

752010

698225

681492

235718

190349

150849

76992

77574

77890



Hoja9

		2-pentanona		2-pentanona		2-pentanona		2-pentanona		2-pentanona

		2-heptanona		2-heptanona		2-heptanona		2-heptanona		2-heptanona

		2-nonanona		2-nonanona		2-nonanona		2-nonanona		2-nonanona

		8-nonen 2-ona		8-nonen 2-ona		8-nonen 2-ona		8-nonen 2-ona		8-nonen 2-ona



5min

10min

15min

30min

60min

Áreas (unidades arbitrarias)

68419

72240

76140

74177

77550

529651

734743

673903

637174

666554

188064

238133

239485

284436

287228

296193

291294

287112

363537

408002



Hoja10

		2-propanol		2-propanol		2-propanol		2-propanol		2-propanol

		Etanol		Etanol		Etanol		Etanol		Etanol

		2-metil 1-propanol		2-metil 1-propanol		2-metil 1-propanol		2-metil 1-propanol		2-metil 1-propanol

		3-metil 1-butanol		3-metil 1-butanol		3-metil 1-butanol		3-metil 1-butanol		3-metil 1-butanol

		2-heptanol		2-heptanol		2-heptanol		2-heptanol		2-heptanol



5min

10min

15min

30min

60min

Áreas (unidades arbitrarias)

306060

351606

368274

364833

386878

81502

84867

86890

109858

76522

70414

79032

77882

82007

64818

688317

734743

799944

791350

798756

16043

20057

20040

21174

24165



		Butanoato de etilo		Butanoato de etilo		Butanoato de etilo		Butanoato de etilo		Butanoato de etilo

		Butanoato de isoamilo		Butanoato de isoamilo		Butanoato de isoamilo		Butanoato de isoamilo		Butanoato de isoamilo

		Octanoato de etilo		Octanoato de etilo		Octanoato de etilo		Octanoato de etilo		Octanoato de etilo



5min

10min

15min

30min

60min

Áreas (unidades arbitrarias)

27881

25588

34500

30914

25316

73417

82104

75328

67901

71194

36412

40248

46212

52780

51007



		Ác. Butanoico		Ác. Butanoico		Ác. Butanoico		Ác. Butanoico		Ác. Butanoico

		Ác. 3-metilbutanoico		Ác. 3-metilbutanoico		Ác. 3-metilbutanoico		Ác. 3-metilbutanoico		Ác. 3-metilbutanoico

		Ác. Hexanoico		Ác. Hexanoico		Ác. Hexanoico		Ác. Hexanoico		Ác. Hexanoico

		Ác. Octanoico		Ác. Octanoico		Ác. Octanoico		Ác. Octanoico		Ác. Octanoico



5min

10min

15min

30min

60min

Áreas (unidades arbitrarias)

213266

622633

583252

573490

405272

28624

27480

29124

25215

20694

248056

230104

232885

265938

198109

30441

28513

49597

57097

33272



		2-propanona		2-propanona		2-propanona		161767		151202		259603

		2-pentanona		2-pentanona		2-pentanona		140160		108980		1755485

		2-heptanona		2-heptanona		2-heptanona		2476877		2102397		5901242

		2-nonanona		2-nonanona		2-nonanona		1471497		1558167.5		2167012

		8-nonen 2-ona		8-nonen 2-ona		8-nonen 2-ona		667525		851579.5		1455872



0.3g

0.6g

1g

2.5g

5g

10g

Áreas (unidades arbitrarias)

65463

89861.5

126054

98214

108369.5

133040

1967932

2281988

2448071

1444214

1557616

1803522

714844.5

792222.5

739868



		2-propanol		2-propanol		2-propanol		2-propanol		2-propanol		2-propanol

		Etanol		Etanol		Etanol		Etanol		Etanol		Etanol

		2-metil 1-propanol		2-metil 1-propanol		2-metil 1-propanol		2-metil 1-propanol		2-metil 1-propanol		2-metil 1-propanol

		2-pentanol		2-pentanol		2-pentanol		2-pentanol		2-pentanol		2-pentanol

		3-metil 1-butanol		3-metil 1-butanol		3-metil 1-butanol		3-metil 1-butanol		3-metil 1-butanol		3-metil 1-butanol

		2-heptanol		2-heptanol		2-heptanol		2-heptanol		2-heptanol		2-heptanol

		2-nonanol		2-nonanol		2-nonanol		2-nonanol		2-nonanol		2-nonanol



0.3g

0.6g

1g

2.5g

5g

10g

Áreas (unidades arbitrarias)

192852.5

323941.5

350212

385154

390988.5

142089

81486

103215

96486

110664

107814

26442

58081.5

56845

53037

87779

76451.5

51592

56847.5

51905

91542

56318

43125

30700

935621.5

993576.5

988761

1071440

924553

843031

111985

129827.5

137915

130552

115606.5

88890

206472.5

163811.5

189005

122714

100746.5

94895



		Butanoato de metilo		Butanoato de metilo		Butanoato de metilo		Butanoato de metilo		Butanoato de metilo		Butanoato de metilo

		Butanoato de etilo		Butanoato de etilo		Butanoato de etilo		Butanoato de etilo		Butanoato de etilo		Butanoato de etilo

		Butanoato de isoamilo		Butanoato de isoamilo		Butanoato de isoamilo		Butanoato de isoamilo		Butanoato de isoamilo		Butanoato de isoamilo

		Octanoato de etilo		Octanoato de etilo		Octanoato de etilo		Octanoato de etilo		Octanoato de etilo		Octanoato de etilo



0.3g

0.6g

1g

2.5g

5g

10g

Áreas (unidades arbitrarias)

58255.5

54916

51441

53686

74955.5

0

75098.5

83906.5

95674

91105

97068.5

60885

227455.5

232408.5

254775

233141

227940

199853

232129.5

246969

297898

246584

312764

223716



		Ác. Butanoico		Ác. Butanoico		Ác. Butanoico		Ác. Butanoico		Ác. Butanoico		Ác. Butanoico

		Ác. 3-metilbutanoico		Ác. 3-metilbutanoico		Ác. 3-metilbutanoico		Ác. 3-metilbutanoico		Ác. 3-metilbutanoico		Ác. 3-metilbutanoico

		Ác. Hexanoico		Ác. Hexanoico		Ác. Hexanoico		Ác. Hexanoico		Ác. Hexanoico		Ác. Hexanoico

		Ác. Octanoico		Ác. Octanoico		Ác. Octanoico		Ác. Octanoico		Ác. Octanoico		Ác. Octanoico

		Ác. Decanoico		Ác. Decanoico		Ác. Decanoico		Ác. Decanoico		Ác. Decanoico		Ác. Decanoico



0.3g

0.6g

1g

2.5g

5g

10g

Áreas (unidades arbitrarias)

921967

1017936

892047

921023

1233839.5

2019196

74172

101756

93587

96855

95209.5

197769

663692.5

826848

791268

850909

1189028

2051674

88016

136920.5

147074

191915

236454.5

413839

32648.5

70554

92183

110908

106944.5

131069



		propanona		propanona

		2-butanona		2-butanona

		2-pentanona		2-pentanona

		2-hexanona		2-hexanona

		2-heptanona		2-heptanona

		2-nonanona		2-nonanona



5 g

10 g

Áreas (unidades arbitrarias)

354000

409000

22000

24000

493000

503000

25000

26000

258000

253000

123000

145000



		2-propanol		2-propanol

		Etanol		Etanol

		2-butanol		2-butanol

		metil 1-propanol		metil 1-propanol

		2-pentanol		2-pentanol

		3-metil 1-butanol		3-metil 1-butanol

		2-heptanol		2-heptanol

		2-nonanol		2-nonanol



5 g

10 g

Áreas (unidades arbitrarias)

221000

206000

1915000

1963000

67000

72000

24000

15000

11000

7000

30000

33000

184000

185000

148000

163000



		Butanoato de etilo		Butanoato de etilo

		Hexanoato de etilo		Hexanoato de etilo

		Butanoato de isoamilo		Butanoato de isoamilo



5 g

10 g

Áreas (unidades arbitrarias)

1543000

1428000

13000

16000

80000

95000



		Ác. Etanoico		Ác. Etanoico

		Ác. Butanoico		Ác. Butanoico

		Ác. 3-metil butanoico		Ác. 3-metil butanoico

		Ác. Hexanoico		Ác. Hexanoico

		Ác. Octanoico		Ác. Octanoico

		Ác. Decanoico		Ác. Decanoico

		Ác. Dodecanoico		Ác. Dodecanoico



5 g

10 g

Áreas (unidades arbitrarias)

857000

770000

655000

628000

167000

187000

309000

288000

120000

107000

53000

45000

8000

6000



		Grafico AI.IV.25





		1min		1min		1min		1min		1min

		5min		5min		5min		5min		5min

		15min		15min		15min		15min		15min

		30min		30min		30min		30min		30min



2-propanona

2-pentanona

2-heptanona

2-nonanona

8-nonen 2-ona

tiempo

Areas (unidades arbitrarias)

110329

2552575

1047532

221403

70840

159668

3369395

3613746

1009777

263552

161575

2855903

5618158

2638625

654885

169431

2314794

4443809

4307227

1009192



		1min		1min		1min		1min

		5min		5min		5min		5min

		15min		15min		15min		15min

		30min		30min		30min		30min



2-butanona

2-hexanona

2-octanona

2-undecanona

tiempo

Areas (unidades arbitrarias)

26026

35595

9983

11215

26811

87369

43315

45594

24050

87760

97117

112044

19992

55883.5

122506

220337.5



		1min		1min		1min		1min		1min

		5min		5min		5min		5min		5min

		15min		15min		15min		15min		15min

		30min		30min		30min		30min		30min



2-propanona

2-butanona

2-pentanona

2-octanona

2-undecanona

tiempo

Areas (unidades arbitrarias)

52123

55800

34535

0

0

84731

56013

86157

0

6693

100122

39799

102807

5894

14263

129606

50053

115039

18513

47777



		1min		1min		1min

		5min		5min		5min

		15min		15min		15min

		30min		30min		30min



2-heptanona

2-nonanona

8-nonen 2-ona

tiempo

Areas (unidades arbitrarias)

130777

36962

98202

613571

238733

294673

1081871

451790

407437

2193265

1301225

871608



		5min.		5min.		5min.		5min.

		15min.		15min.		15min.		15min.

		30min.		30min.		30min.		30min.



2-pentanona

2-heptanona

2-nonanona

8-nonen 2-ona

tiempo

Areas (unidades arbitrarias)

576850

660531.5

305949.25

628178.5

592335.5

1352611.5

590951.25

1312548

788846.5

1960299

1013213.5

1456373



		5min.		5min.		5min.		5min.		5min.

		15min.		15min.		15min.		15min.		15min.

		30min.		30min.		30min.		30min.		30min.



2-propanona

2-butanona

2-hexanona

2-octanona

2-undecanona

tiempo

Areas (unidades arbitrarias)

297800

57590.5

10121.5

119000

22980

273875

54468

20645

126464.75

28678.25

257747.25

69356.5

28351

143400.5

44275.5



		Grafico A.IV.26





		1min		1min		1min		1min		1min		1min		1min		1min		1min

		5min		5min		5min		5min		5min		5min		5min		5min		5min

		15min		15min		15min		15min		15min		15min		15min		15min		15min

		30min		30min		30min		30min		30min		30min		30min		30min		30min



Etanol

2-butanol

2-metil 1-propanol

2-pentanol

1-butanol

2-heptanol

2-nonanol

2,3-butanodiol

2-feniletanol

tiempo

Areas (unidades arbitrarias)

56484

0

59343

0

0

0

0

0

0

74445

9492

89306

17512

0

23455

10582

0

0

70965

14714

83029

25073

14725

44668

23554

5829

7714

119663

30251

76754

43204

35549

98684

73108

28585

23994



		1min		1min

		5min		5min

		15min		15min

		30min		30min



2-propanol

3-metil 1-butanol

tiempo

Areas (unidades arbitrarias)

267934

314088

416025

854800

412889

1054768

285121

928111



		5min.		5min.		5min.		5min.		5min.		5min.		5min.

		15min.		15min.		15min.		15min.		15min.		15min.		15min.

		30min.		30min.		30min.		30min.		30min.		30min.		30min.



2-metil 1-propanol

1-butanol

2-hexanol

2-octanol

1-hexanol

2-nonanol

2-feniletilalcohol

tiempo

Areas (unidades arbitrarias)

67034

192759

24160

5860

15126.75

27157.5

0

53820

192306

50147.5

16877.5

41493.25

66537.75

23537

55963.5

271588

16576

40080.5

54884.5

130304

40175.5



		5min.		5min.		5min.		5min.		5min.		5min.

		15min.		15min.		15min.		15min.		15min.		15min.

		30min.		30min.		30min.		30min.		30min.		30min.



2-propanol

Etanol

2-pentanol

3-metil 1-butanol

2-heptanol

2,3-butanodiol

tiempo

Areas (unidades arbitrarias)

274153

2925144.5

470391

614196

227863.75

111753.25

221753.5

2961461.5

489104

607760.5

461852

196179.5

285651.5

3705356.5

486301

696674.75

735494.25

212017.75



		5min.		5min.		5min.		5min.		5min.		14869

		15min.		15min.		15min.		15min.		15min.		11942

		30min.		30min.		30min.		30min.		30min.		0



1-propanol

1-butanol

2-hexanol

1-hexanol

2,3-butanodiol

2-metil 1-propanol

tiempo

Areas (unidades arbitrarias)

191744

61369

96174

16429

120732

148846

52410

175816

47862

139498

112568

50443

41207

58499

190114



		5min.		5min.		5min.		5min.		5min.		5min.		5min.

		15min.		15min.		15min.		15min.		15min.		15min.		15min.

		30min.		30min.		30min.		30min.		30min.		30min.		30min.



2-propanol

Etanol

2-pentanol

3-metil 1-butanol

2-heptanol

2-octanol

2-nonanol

tiempo

Areas (unidades arbitrarias)

713587

707241

1934247

128062

1427278

47053

161087

560169

679186

1265559

85221

2392755

165086

592551

610807

660597

1127964

335356

1835402

265928

887173



		Grafico A.IV.27





		1min		1min		1min		1min

		5min		5min		5min		5min

		15min		15min		15min		15min

		30min		30min		30min		30min



Butanoato de etilo

Hexanoato de etilo

Butanoato de isoamilo

Octanoato de etilo

tiempo

Areas (unidades aribitrarias)

17934

0

73885

13167

57321

7999

140724

39892

64274

16627

210377

89454

62311

35073

291770

167054



		5min.		5min.		5min.		5min.		5min.		23178.5

		15min.		15min.		15min.		15min.		15min.		23952.5

		30min.		30min.		30min.		30min.		30min.		41521



Acetato de etilo

Hexanoato de metilo

Butanoato de isoamilo

Octanoato de etilo

Hexanoato de isoamilo

Butanoato de metilo

tiempo

Areas (unidades arbitrarias)

358919

10561.5

50832.5

68664.25

16642

345124.5

78428

128658

198357

46556

356047

59970.5

255097.5

401996

88802



		5min.		5min.

		15min.		15min.

		30min.		30min.



Butanoato de etilo

Hexanoato de etilo

tiempo

Areas (unidades arbitrarias)

1370002

1241825.75

1805849.5

3056018.5

2244536.5

5549095



		5min.		5min.		5min.		5min.		5min.		5min.

		15min.		15min.		15min.		15min.		15min.		15min.

		30min.		30min.		30min.		30min.		30min.		30min.



Acetato de etilo

Butanoato de metilo

Butanoato de etilo

Butanoato de isoamilo

Hexanoato de isopropilo

Hexanoato de isoamilo

tiempo

Areas (unidades arbitrarias)

44903

510369

815697

134323.5

77764

83918.5

38795

416153

627151

396334

317509

138977

40726

373467

521863

432347

532795

242755



		5min.		5min.		5min.

		15min.		15min.		15min.

		30min.		30min.		30min.



Hexanoato de metilo

Hexanoato de etilo

Octanoato de etilo

tiempo

Areas (unidades arbitrarias)

1396766

1738293

151001

2149753

4488422

595963

1459777

4059544

998463



		Gráfico A.IV.28





		1min		1min		1min		1min		1min		1min

		5min		5min		5min		5min		5min		5min

		15min		15min		15min		15min		15min		15min

		30min		30min		30min		30min		30min		30min



Ac. Etanoico

Ac. Propanoico

Ac. 2-metil propanoico

Ac. 3-metil butanoico

Ac. Decanoico

Ac. Dodecanoico

tiempo

Areas (unidades arbitrarias)

78418

12940

17688

11777

33743

5705

131421

33373

70519

46349

88874

14207

163962

99737

181053

54576

149513

16905

357411.5

116513.5

311436

95618

394132.5

46711



		1min		1min		1min

		5min		5min		5min

		15min		15min		15min

		30min		30min		30min



Ac. Butanoico

Ac. Hexanoico

Ac. Octanoico

tiempo

Areas (unidades arbitrarias)

554425

203712

64840

1579474

737706

193161

1755777

1240845

317849

2890334

3246049.5

935084.5



		5min.		5min.		5min.		5min.		5min.		5min.

		15min.		15min.		15min.		15min.		15min.		15min.

		30min.		30min.		30min.		30min.		30min.		30min.



Ac. 2-metilpropanoico

Ac. 3-metilbutanoico

Ac. Pentanoico

Ac. Heptanoico

Ac. Octanoico

Ac. Decanoico

tiempo

Areas (unidades arbitrarias)

39569.5

174707.5

25964.5

7959.25

194097.5

54805.5

57045.5

344930.25

86684.5

23053

508901.75

105280.5

59256

245604.75

65388

26785.5

532122.5

126148



		5min.		5min.

		15min.		15min.

		30min.		30min.



Ac. Butanoico

Ac. Hexanoico

tiempo

Areas (unidades arbitrarias)
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5min

10min

15min

30min

60min

Áreas (unidades arbitrarias)
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25588

34500

30914

25316

73417

82104

75328

67901

71194

36412

40248

46212

52780

51007
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15min

30min
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Áreas (unidades arbitrarias)

213266

622633

583252

573490

405272

28624

27480

29124

25215

20694

248056

230104

232885

265938

198109

30441

28513

49597

57097

33272



		2-propanona		2-propanona		2-propanona		161767		151202		259603

		2-pentanona		2-pentanona		2-pentanona		140160		108980		1755485

		2-heptanona		2-heptanona		2-heptanona		2476877		2102397		5901242

		2-nonanona		2-nonanona		2-nonanona		1471497		1558167.5		2167012

		8-nonen 2-ona		8-nonen 2-ona		8-nonen 2-ona		667525		851579.5		1455872



0.3g

0.6g

1g

2.5g

5g

10g

Áreas (unidades arbitrarias)

65463

89861.5

126054

98214

108369.5

133040

1967932

2281988

2448071

1444214

1557616

1803522

714844.5

792222.5

739868



		2-propanol		2-propanol		2-propanol		2-propanol		2-propanol		2-propanol

		Etanol		Etanol		Etanol		Etanol		Etanol		Etanol

		2-metil 1-propanol		2-metil 1-propanol		2-metil 1-propanol		2-metil 1-propanol		2-metil 1-propanol		2-metil 1-propanol

		2-pentanol		2-pentanol		2-pentanol		2-pentanol		2-pentanol		2-pentanol

		3-metil 1-butanol		3-metil 1-butanol		3-metil 1-butanol		3-metil 1-butanol		3-metil 1-butanol		3-metil 1-butanol

		2-heptanol		2-heptanol		2-heptanol		2-heptanol		2-heptanol		2-heptanol

		2-nonanol		2-nonanol		2-nonanol		2-nonanol		2-nonanol		2-nonanol



0.3g

0.6g

1g

2.5g

5g

10g

Áreas (unidades arbitrarias)

192852.5

323941.5

350212

385154

390988.5

142089

81486

103215

96486

110664

107814

26442

58081.5

56845

53037

87779

76451.5

51592

56847.5

51905

91542

56318

43125

30700

935621.5

993576.5

988761

1071440

924553

843031

111985

129827.5

137915

130552

115606.5

88890

206472.5

163811.5

189005

122714

100746.5

94895
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		Butanoato de isoamilo		Butanoato de isoamilo		Butanoato de isoamilo		Butanoato de isoamilo		Butanoato de isoamilo		Butanoato de isoamilo

		Octanoato de etilo		Octanoato de etilo		Octanoato de etilo		Octanoato de etilo		Octanoato de etilo		Octanoato de etilo



0.3g

0.6g

1g

2.5g

5g

10g

Áreas (unidades arbitrarias)

58255.5

54916

51441

53686

74955.5

0

75098.5

83906.5

95674

91105

97068.5

60885

227455.5

232408.5

254775

233141

227940

199853

232129.5

246969

297898

246584

312764

223716



		Ác. Butanoico		Ác. Butanoico		Ác. Butanoico		Ác. Butanoico		Ác. Butanoico		Ác. Butanoico

		Ác. 3-metilbutanoico		Ác. 3-metilbutanoico		Ác. 3-metilbutanoico		Ác. 3-metilbutanoico		Ác. 3-metilbutanoico		Ác. 3-metilbutanoico

		Ác. Hexanoico		Ác. Hexanoico		Ác. Hexanoico		Ác. Hexanoico		Ác. Hexanoico		Ác. Hexanoico

		Ác. Octanoico		Ác. Octanoico		Ác. Octanoico		Ác. Octanoico		Ác. Octanoico		Ác. Octanoico

		Ác. Decanoico		Ác. Decanoico		Ác. Decanoico		Ác. Decanoico		Ác. Decanoico		Ác. Decanoico



0.3g

0.6g

1g

2.5g

5g

10g

Áreas (unidades arbitrarias)

921967

1017936

892047

921023

1233839.5

2019196

74172

101756

93587

96855

95209.5

197769

663692.5

826848

791268

850909

1189028

2051674

88016

136920.5

147074

191915

236454.5

413839

32648.5

70554

92183

110908

106944.5

131069
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		2-butanona		2-butanona

		2-pentanona		2-pentanona
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		2-heptanona		2-heptanona

		2-nonanona		2-nonanona



5 g

10 g

Áreas (unidades arbitrarias)
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22000
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		2-propanol		2-propanol

		Etanol		Etanol

		2-butanol		2-butanol

		metil 1-propanol		metil 1-propanol

		2-pentanol		2-pentanol

		3-metil 1-butanol		3-metil 1-butanol

		2-heptanol		2-heptanol

		2-nonanol		2-nonanol



5 g

10 g

Áreas (unidades arbitrarias)

221000

206000

1915000

1963000

67000

72000

24000

15000

11000

7000
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33000

184000

185000

148000
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5 g

10 g

Áreas (unidades arbitrarias)
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13000
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		Ác. Butanoico		Ác. Butanoico

		Ác. 3-metil butanoico		Ác. 3-metil butanoico

		Ác. Hexanoico		Ác. Hexanoico

		Ác. Octanoico		Ác. Octanoico

		Ác. Decanoico		Ác. Decanoico

		Ác. Dodecanoico		Ác. Dodecanoico



5 g

10 g
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857000

770000

655000

628000

167000

187000

309000

288000
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107000

53000

45000
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		1min		1min		1min		1min		1min

		5min		5min		5min		5min		5min

		15min		15min		15min		15min		15min

		30min		30min		30min		30min		30min



2-propanona

2-pentanona

2-heptanona

2-nonanona

8-nonen 2-ona

tiempo

Areas (unidades arbitrarias)

110329

2552575

1047532

221403

70840

159668

3369395

3613746

1009777

263552

161575

2855903

5618158

2638625

654885

169431

2314794

4443809

4307227

1009192



		1min		1min		1min		1min

		5min		5min		5min		5min

		15min		15min		15min		15min

		30min		30min		30min		30min



2-butanona

2-hexanona

2-octanona

2-undecanona

tiempo

Areas (unidades arbitrarias)

26026

35595

9983

11215

26811

87369

43315

45594

24050

87760

97117

112044

19992

55883.5

122506

220337.5
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		5min		5min		5min		5min		5min

		15min		15min		15min		15min		15min

		30min		30min		30min		30min		30min



2-propanona

2-butanona

2-pentanona

2-octanona

2-undecanona

tiempo

Areas (unidades arbitrarias)

52123

55800

34535

0

0

84731

56013

86157

0

6693

100122

39799

102807

5894

14263

129606

50053

115039

18513

47777



		1min		1min		1min

		5min		5min		5min

		15min		15min		15min

		30min		30min		30min



2-heptanona

2-nonanona

8-nonen 2-ona

tiempo

Areas (unidades arbitrarias)

130777

36962

98202

613571

238733

294673

1081871

451790

407437

2193265

1301225

871608



		5min.		5min.		5min.		5min.

		15min.		15min.		15min.		15min.

		30min.		30min.		30min.		30min.



2-pentanona

2-heptanona

2-nonanona

8-nonen 2-ona

tiempo

Areas (unidades arbitrarias)

576850

660531.5

305949.25

628178.5

592335.5

1352611.5

590951.25

1312548

788846.5

1960299

1013213.5

1456373



		5min.		5min.		5min.		5min.		5min.

		15min.		15min.		15min.		15min.		15min.
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2-propanona

2-butanona

2-hexanona

2-octanona

2-undecanona

tiempo

Areas (unidades arbitrarias)

297800

57590.5

10121.5

119000

22980

273875

54468

20645

126464.75

28678.25

257747.25

69356.5

28351

143400.5

44275.5
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		30min		30min		30min		30min		30min		30min		30min		30min		30min



Etanol

2-butanol

2-metil 1-propanol

2-pentanol

1-butanol

2-heptanol

2-nonanol

2,3-butanodiol

2-feniletanol

tiempo

Areas (unidades arbitrarias)

56484

0

59343

0

0

0

0

0

0

74445

9492

89306

17512

0

23455

10582

0

0

70965

14714

83029

25073

14725

44668

23554

5829

7714

119663

30251

76754

43204

35549

98684

73108

28585

23994



		1min		1min

		5min		5min

		15min		15min

		30min		30min



2-propanol

3-metil 1-butanol

tiempo

Areas (unidades arbitrarias)

267934

314088

416025

854800

412889

1054768

285121

928111



		5min.		5min.		5min.		5min.		5min.		5min.		5min.

		15min.		15min.		15min.		15min.		15min.		15min.		15min.

		30min.		30min.		30min.		30min.		30min.		30min.		30min.



2-metil 1-propanol

1-butanol

2-hexanol

2-octanol

1-hexanol

2-nonanol

2-feniletilalcohol

tiempo

Areas (unidades arbitrarias)

67034

192759

24160

5860

15126.75

27157.5

0

53820

192306

50147.5

16877.5

41493.25

66537.75

23537

55963.5

271588

16576

40080.5

54884.5

130304

40175.5



		5min.		5min.		5min.		5min.		5min.		5min.

		15min.		15min.		15min.		15min.		15min.		15min.

		30min.		30min.		30min.		30min.		30min.		30min.



2-propanol

Etanol

2-pentanol

3-metil 1-butanol

2-heptanol

2,3-butanodiol

tiempo

Areas (unidades arbitrarias)

274153

2925144.5

470391

614196

227863.75

111753.25

221753.5

2961461.5

489104

607760.5

461852

196179.5

285651.5

3705356.5

486301

696674.75

735494.25

212017.75



		5min.		5min.		5min.		5min.		5min.		14869

		15min.		15min.		15min.		15min.		15min.		11942

		30min.		30min.		30min.		30min.		30min.		0



1-propanol

1-butanol

2-hexanol

1-hexanol

2,3-butanodiol

2-metil 1-propanol

tiempo

Areas (unidades arbitrarias)

191744

61369

96174

16429

120732

148846

52410

175816

47862

139498

112568

50443

41207

58499

190114



		5min.		5min.		5min.		5min.		5min.		5min.		5min.
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		30min.		30min.		30min.		30min.		30min.		30min.		30min.



2-propanol

Etanol

2-pentanol

3-metil 1-butanol

2-heptanol

2-octanol

2-nonanol

tiempo

Areas (unidades arbitrarias)

713587

707241

1934247

128062

1427278

47053

161087

560169

679186

1265559

85221

2392755

165086

592551

610807

660597

1127964

335356

1835402

265928

887173
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		1min		1min		1min		1min

		5min		5min		5min		5min

		15min		15min		15min		15min

		30min		30min		30min		30min



Butanoato de etilo

Hexanoato de etilo

Butanoato de isoamilo

Octanoato de etilo

tiempo

Areas (unidades aribitrarias)

17934

0

73885

13167

57321

7999

140724

39892

64274

16627

210377

89454

62311

35073

291770

167054



		5min.		5min.		5min.		5min.		5min.		23178.5

		15min.		15min.		15min.		15min.		15min.		23952.5

		30min.		30min.		30min.		30min.		30min.		41521



Acetato de etilo

Hexanoato de metilo

Butanoato de isoamilo

Octanoato de etilo

Hexanoato de isoamilo

Butanoato de metilo

tiempo

Areas (unidades arbitrarias)

358919

10561.5

50832.5

68664.25

16642

345124.5

78428

128658

198357

46556

356047

59970.5

255097.5

401996

88802



		5min.		5min.

		15min.		15min.

		30min.		30min.



Butanoato de etilo

Hexanoato de etilo

tiempo

Areas (unidades arbitrarias)

1370002

1241825.75

1805849.5

3056018.5

2244536.5

5549095



		5min.		5min.		5min.		5min.		5min.		5min.

		15min.		15min.		15min.		15min.		15min.		15min.

		30min.		30min.		30min.		30min.		30min.		30min.



Acetato de etilo

Butanoato de metilo

Butanoato de etilo

Butanoato de isoamilo

Hexanoato de isopropilo

Hexanoato de isoamilo

tiempo

Areas (unidades arbitrarias)

44903

510369

815697

134323.5

77764

83918.5

38795

416153

627151

396334

317509

138977

40726

373467

521863

432347

532795

242755



		5min.		5min.		5min.

		15min.		15min.		15min.

		30min.		30min.		30min.



Hexanoato de metilo

Hexanoato de etilo

Octanoato de etilo

tiempo

Areas (unidades arbitrarias)

1396766

1738293

151001

2149753

4488422

595963

1459777

4059544

998463
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		1min		1min		1min		1min		1min		1min

		5min		5min		5min		5min		5min		5min

		15min		15min		15min		15min		15min		15min

		30min		30min		30min		30min		30min		30min



Ac. Etanoico

Ac. Propanoico

Ac. 2-metil propanoico

Ac. 3-metil butanoico

Ac. Decanoico

Ac. Dodecanoico

tiempo

Areas (unidades arbitrarias)

78418

12940

17688

11777

33743

5705

131421

33373

70519

46349

88874

14207

163962

99737

181053

54576

149513

16905

357411.5

116513.5

311436

95618

394132.5

46711



		1min		1min		1min

		5min		5min		5min

		15min		15min		15min

		30min		30min		30min



Ac. Butanoico

Ac. Hexanoico

Ac. Octanoico

tiempo

Areas (unidades arbitrarias)

554425

203712

64840

1579474

737706

193161

1755777

1240845

317849

2890334

3246049.5

935084.5



		5min.		5min.		5min.		5min.		5min.		5min.

		15min.		15min.		15min.		15min.		15min.		15min.

		30min.		30min.		30min.		30min.		30min.		30min.



Ac. 2-metilpropanoico

Ac. 3-metilbutanoico

Ac. Pentanoico

Ac. Heptanoico

Ac. Octanoico

Ac. Decanoico

tiempo

Areas (unidades arbitrarias)

39569.5

174707.5

25964.5

7959.25

194097.5

54805.5

57045.5

344930.25

86684.5

23053

508901.75

105280.5

59256

245604.75

65388

26785.5

532122.5

126148



		5min.		5min.

		15min.		15min.

		30min.		30min.



Ac. Butanoico

Ac. Hexanoico

tiempo

Areas (unidades arbitrarias)

4732621

1987480

6368509.25

4542864.25

5938203.5

4325290.75



		5min.		5min.		5min.		5min.

		15min.		15min.		15min.		15min.

		30min.		30min.		30min.		30min.



Ac. 2-metil propanoico

Ac. Pentanoico

Ac. Heptanoico

Ac. Dodecanoico

tiempo

Areas (unidades arbitrarias)

78502

17749

11820

0

96915

41317.5

34820

30676

68065.5

51746.5

61543

60069.5
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Ac. Butanoico

Ac. 3-metil butanoico

Ac. Hexanoico

Ac. Octanoico

Ac. Decanoico

tiempo

Areas (unidades arbitrarias)

2723572

651910.5

1998195

306654.5

97513

4889938

1052147.5

4605268

1052730.5

365958.5

4368190

950969.5

5380218

1887036

703450



		Grafico A.IV.29





		2-propanona		2-propanona

		2-butanona		2-butanona

		diacetilo		diacetilo

		2-hexanona		2-hexanona

		2-heptanona		2-heptanona

		acetoína		acetoína

		2-nonanona		2-nonanona



15min

30min

Áreas (unidades arbitrarias)

Queso Reggianito AI

187000

174000

228000

232000

211000

262000

157000

279000

322000

512000

577000

561000

31000

64000
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		2-heptanona		2-heptanona

		acetoína		acetoína

		2-nonanona		2-nonanona



15min

30min

Áreas (unidades arbitrarias)

Queso Reggianito DI

121000

172000

44000

63000

532000

837000

12000

21000

247000

431000

152000

181000

25000

49000
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		2-hexanona		2-hexanona
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		2-nonanona		2-nonanona



15min

30min

Áreas (unidades arbitrarias)

Queso Reggianito EI

194000

146000

50000

54000

576000

657000

10000

20000

246000

435000

78000

97000

19000

37000



		Grafico A.IV.30





		2-propanol		2-propanol

		etanol		etanol

		2-metil 1-propanol		2-metil 1-propanol

		2-pentanol		2-pentanol

		1-butanol		1-butanol

		3-metil1-butanol		3-metil1-butanol

		1-pentanol		1-pentanol

		2-heptanol		2-heptanol



15min

30min

Áreas (unidades arbitrarias)

Queso Reggianito DI

52000

55000

1025000

1041000

22000

35000

59000

79000

51000

64000

32000

40000

47000

86000

31000

52000



		2-propanol		2-propanol

		etanol		etanol

		2-butanol		2-butanol

		2-pentanol		2-pentanol

		1-butanol		1-butanol

		3-metil1-butanol		3-metil1-butanol

		1-pentanol		1-pentanol

		2-heptanol		2-heptanol



15min

30min

Áreas (unidades arbitrarias)

Queso Reggianito CI

69000

64000

1860000

1763000

80000

137000

52000

68000

56000

65000

48000

56000

161000

222000

65000

102000



		2-propanol		2-propanol

		etanol		etanol

		2-metil 1-propanol		2-metil 1-propanol

		2-pentanol		2-pentanol

		1-butanol		1-butanol

		3-metil1-butanol		3-metil1-butanol

		1-pentanol		1-pentanol

		2-heptanol		2-heptanol

		1-hexanol		1-hexanol



15min

30min

Áreas (unidades arbitrarias)

Queso Reggianito DII

45000

42000

1990000

1777000

159000

116000

120000

155000

167000

191000

285000

292000

19000

41000

51000

86000

26000

43000



		Grafico A.IV.31





		Acetato de etilo		Acetato de etilo

		Butanoato de metilo		Butanoato de metilo

		Butanoato de etilo		Butanoato de etilo

		Hexanoato de metilo		Hexanoato de metilo

		Hexanoato de etilo		Hexanoato de etilo

		Hexanoato de isopropilo		Hexanoato de isopropilo

		Hexanoato de isoamilo		Hexanoato de isoamilo



15min

30min

Áreas (unidades arbitrarias)

Queso Reggianito AI

38000

38000

131000

169000

409000

710000

60000

102000

58000

98000

27000

46000

7000

18000



		Acetato de etilo		Acetato de etilo

		Butanoato de etilo		Butanoato de etilo

		Hexanoato de etilo		Hexanoato de etilo

		Hexanoato de isopropilo		Hexanoato de isopropilo



15min

30min

Áreas (unidades arbitrarias)

Queso Reggianito DII

73000

66000

153000

213000

9000

20000

8000

13000



		Acetato de etilo		Acetato de etilo

		Butanoato de etilo		Butanoato de etilo

		Hexanoato de etilo		Hexanoato de etilo



15min

30min

Áreas (unidades arbitrarias)

Queso Reggianito EI

48000

43000

420000

718000

13000

25000



		Grafico A.IV.32





		2-metilbutanal		2-metilbutanal

		3-metilbutanal		3-metilbutanal

		2-butenal		2-butenal

		Benzaldehído		Benzaldehído
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		Grafico AI.IV.25





		1min		1min		1min		1min		1min

		5min		5min		5min		5min		5min

		15min		15min		15min		15min		15min

		30min		30min		30min		30min		30min



2-propanona

2-pentanona

2-heptanona

2-nonanona

8-nonen 2-ona

tiempo

Areas (unidades arbitrarias)

110329

2552575

1047532

221403

70840

159668

3369395

3613746

1009777

263552

161575

2855903

5618158

2638625

654885

169431

2314794

4443809

4307227

1009192



		1min		1min		1min		1min

		5min		5min		5min		5min

		15min		15min		15min		15min

		30min		30min		30min		30min



2-butanona

2-hexanona

2-octanona

2-undecanona

tiempo

Areas (unidades arbitrarias)

26026

35595

9983

11215

26811

87369

43315

45594

24050

87760

97117

112044

19992

55883.5

122506

220337.5



		1min		1min		1min		1min		1min

		5min		5min		5min		5min		5min

		15min		15min		15min		15min		15min

		30min		30min		30min		30min		30min



2-propanona

2-butanona

2-pentanona

2-octanona

2-undecanona

tiempo

Areas (unidades arbitrarias)

52123

55800

34535

0

0

84731

56013

86157

0

6693

100122

39799

102807

5894

14263

129606

50053

115039

18513

47777



		1min		1min		1min

		5min		5min		5min

		15min		15min		15min

		30min		30min		30min



2-heptanona

2-nonanona

8-nonen 2-ona

tiempo

Areas (unidades arbitrarias)

130777

36962

98202

613571

238733

294673

1081871

451790

407437

2193265

1301225

871608



		5min.		5min.		5min.		5min.

		15min.		15min.		15min.		15min.

		30min.		30min.		30min.		30min.



2-pentanona

2-heptanona

2-nonanona

8-nonen 2-ona

tiempo

Areas (unidades arbitrarias)

576850

660531.5

305949.25

628178.5

592335.5

1352611.5

590951.25

1312548

788846.5

1960299

1013213.5

1456373



		5min.		5min.		5min.		5min.		5min.

		15min.		15min.		15min.		15min.		15min.

		30min.		30min.		30min.		30min.		30min.



2-propanona

2-butanona

2-hexanona

2-octanona

2-undecanona

tiempo

Areas (unidades arbitrarias)

297800

57590.5

10121.5

119000

22980

273875

54468

20645

126464.75

28678.25

257747.25

69356.5

28351

143400.5

44275.5



		Grafico A.IV.26





		1min		1min		1min		1min		1min		1min		1min		1min		1min

		5min		5min		5min		5min		5min		5min		5min		5min		5min

		15min		15min		15min		15min		15min		15min		15min		15min		15min

		30min		30min		30min		30min		30min		30min		30min		30min		30min



Etanol

2-butanol

2-metil 1-propanol

2-pentanol

1-butanol

2-heptanol

2-nonanol

2,3-butanodiol

2-feniletanol

tiempo

Areas (unidades arbitrarias)

56484

0

59343

0

0

0

0

0

0

74445

9492

89306

17512

0

23455

10582

0

0

70965

14714

83029

25073

14725

44668

23554

5829

7714

119663

30251

76754

43204

35549

98684

73108

28585

23994



		1min		1min

		5min		5min

		15min		15min

		30min		30min



2-propanol

3-metil 1-butanol

tiempo

Areas (unidades arbitrarias)

267934

314088

416025

854800

412889

1054768

285121

928111



		5min.		5min.		5min.		5min.		5min.		5min.		5min.

		15min.		15min.		15min.		15min.		15min.		15min.		15min.

		30min.		30min.		30min.		30min.		30min.		30min.		30min.



2-metil 1-propanol

1-butanol

2-hexanol

2-octanol

1-hexanol

2-nonanol

2-feniletilalcohol

tiempo

Areas (unidades arbitrarias)

67034

192759

24160

5860

15126.75

27157.5

0

53820

192306

50147.5

16877.5

41493.25

66537.75

23537

55963.5

271588

16576

40080.5

54884.5

130304

40175.5



		5min.		5min.		5min.		5min.		5min.		5min.

		15min.		15min.		15min.		15min.		15min.		15min.

		30min.		30min.		30min.		30min.		30min.		30min.



2-propanol

Etanol

2-pentanol

3-metil 1-butanol

2-heptanol

2,3-butanodiol

tiempo

Areas (unidades arbitrarias)

274153

2925144.5

470391

614196

227863.75

111753.25

221753.5

2961461.5

489104

607760.5

461852

196179.5

285651.5

3705356.5

486301

696674.75

735494.25

212017.75



		5min.		5min.		5min.		5min.		5min.		14869

		15min.		15min.		15min.		15min.		15min.		11942

		30min.		30min.		30min.		30min.		30min.		0



1-propanol

1-butanol

2-hexanol

1-hexanol

2,3-butanodiol

2-metil 1-propanol

tiempo

Areas (unidades arbitrarias)

191744

61369

96174

16429

120732

148846

52410

175816

47862

139498

112568

50443

41207

58499

190114



		5min.		5min.		5min.		5min.		5min.		5min.		5min.

		15min.		15min.		15min.		15min.		15min.		15min.		15min.

		30min.		30min.		30min.		30min.		30min.		30min.		30min.



2-propanol

Etanol

2-pentanol

3-metil 1-butanol

2-heptanol

2-octanol

2-nonanol

tiempo

Areas (unidades arbitrarias)

713587

707241

1934247

128062

1427278

47053

161087

560169

679186

1265559

85221

2392755

165086

592551

610807

660597

1127964

335356

1835402

265928

887173



		Grafico A.IV.27





		1min		1min		1min		1min

		5min		5min		5min		5min

		15min		15min		15min		15min

		30min		30min		30min		30min



Butanoato de etilo

Hexanoato de etilo

Butanoato de isoamilo

Octanoato de etilo

tiempo

Areas (unidades aribitrarias)

17934

0

73885

13167

57321

7999

140724

39892

64274

16627

210377

89454

62311

35073

291770

167054



		5min.		5min.		5min.		5min.		5min.		23178.5

		15min.		15min.		15min.		15min.		15min.		23952.5

		30min.		30min.		30min.		30min.		30min.		41521



Acetato de etilo

Hexanoato de metilo

Butanoato de isoamilo

Octanoato de etilo

Hexanoato de isoamilo

Butanoato de metilo

tiempo

Areas (unidades arbitrarias)

358919

10561.5

50832.5

68664.25

16642

345124.5

78428

128658

198357

46556

356047

59970.5

255097.5

401996

88802



		5min.		5min.

		15min.		15min.

		30min.		30min.



Butanoato de etilo

Hexanoato de etilo

tiempo

Areas (unidades arbitrarias)

1370002

1241825.75

1805849.5

3056018.5

2244536.5

5549095



		5min.		5min.		5min.		5min.		5min.		5min.

		15min.		15min.		15min.		15min.		15min.		15min.

		30min.		30min.		30min.		30min.		30min.		30min.



Acetato de etilo

Butanoato de metilo

Butanoato de etilo

Butanoato de isoamilo

Hexanoato de isopropilo

Hexanoato de isoamilo

tiempo

Areas (unidades arbitrarias)

44903

510369

815697

134323.5

77764

83918.5

38795

416153

627151

396334

317509

138977

40726

373467

521863

432347

532795

242755



		5min.		5min.		5min.

		15min.		15min.		15min.

		30min.		30min.		30min.



Hexanoato de metilo

Hexanoato de etilo

Octanoato de etilo

tiempo

Areas (unidades arbitrarias)

1396766

1738293

151001

2149753

4488422

595963

1459777

4059544

998463



		Gráfico A.IV.28





		1min		1min		1min		1min		1min		1min

		5min		5min		5min		5min		5min		5min

		15min		15min		15min		15min		15min		15min

		30min		30min		30min		30min		30min		30min



Ac. Etanoico

Ac. Propanoico

Ac. 2-metil propanoico

Ac. 3-metil butanoico

Ac. Decanoico

Ac. Dodecanoico

tiempo

Areas (unidades arbitrarias)

78418

12940

17688

11777

33743

5705

131421

33373

70519

46349

88874

14207

163962

99737

181053

54576

149513

16905

357411.5

116513.5

311436

95618

394132.5

46711



		1min		1min		1min

		5min		5min		5min

		15min		15min		15min

		30min		30min		30min



Ac. Butanoico

Ac. Hexanoico

Ac. Octanoico

tiempo

Areas (unidades arbitrarias)

554425

203712

64840

1579474

737706

193161

1755777

1240845

317849

2890334

3246049.5

935084.5



		5min.		5min.		5min.		5min.		5min.		5min.

		15min.		15min.		15min.		15min.		15min.		15min.

		30min.		30min.		30min.		30min.		30min.		30min.



Ac. 2-metilpropanoico

Ac. 3-metilbutanoico

Ac. Pentanoico

Ac. Heptanoico

Ac. Octanoico

Ac. Decanoico

tiempo

Areas (unidades arbitrarias)

39569.5

174707.5

25964.5

7959.25

194097.5

54805.5

57045.5

344930.25

86684.5

23053

508901.75

105280.5

59256

245604.75

65388

26785.5

532122.5

126148



		5min.		5min.

		15min.		15min.

		30min.		30min.



Ac. Butanoico

Ac. Hexanoico

tiempo

Areas (unidades arbitrarias)

4732621

1987480

6368509.25

4542864.25

5938203.5

4325290.75



		5min.		5min.		5min.		5min.

		15min.		15min.		15min.		15min.

		30min.		30min.		30min.		30min.



Ac. 2-metil propanoico

Ac. Pentanoico

Ac. Heptanoico

Ac. Dodecanoico

tiempo

Areas (unidades arbitrarias)

78502

17749

11820

0

96915

41317.5

34820

30676

68065.5

51746.5

61543

60069.5



		5min.		5min.		5min.		5min.		5min.

		15min.		15min.		15min.		15min.		15min.

		30min.		30min.		30min.		30min.		30min.



Ac. Butanoico

Ac. 3-metil butanoico

Ac. Hexanoico

Ac. Octanoico

Ac. Decanoico

tiempo

Areas (unidades arbitrarias)

2723572

651910.5

1998195

306654.5

97513

4889938

1052147.5

4605268

1052730.5

365958.5

4368190

950969.5

5380218

1887036

703450



		Grafico A.IV.29





		2-propanona		2-propanona

		2-butanona		2-butanona

		diacetilo		diacetilo

		2-hexanona		2-hexanona

		2-heptanona		2-heptanona

		acetoína		acetoína

		2-nonanona		2-nonanona



15min

30min

Áreas (unidades arbitrarias)

Queso Reggianito AI

187000

174000

228000

232000

211000

262000

157000

279000

322000

512000

577000

561000

31000

64000



		2-propanona		2-propanona

		2-butanona		2-butanona

		diacetilo		diacetilo

		2-hexanona		2-hexanona

		2-heptanona		2-heptanona

		acetoína		acetoína

		2-nonanona		2-nonanona



15min

30min

Áreas (unidades arbitrarias)

Queso Reggianito DI

121000

172000

44000

63000

532000

837000

12000

21000

247000

431000

152000

181000

25000

49000



		2-propanona		2-propanona

		2-butanona		2-butanona

		diacetilo		diacetilo

		2-hexanona		2-hexanona

		2-heptanona		2-heptanona

		acetoína		acetoína

		2-nonanona		2-nonanona



15min

30min

Áreas (unidades arbitrarias)

Queso Reggianito EI

194000

146000

50000

54000

576000

657000

10000

20000

246000

435000

78000

97000

19000

37000



		Grafico A.IV.30





		2-propanol		2-propanol

		etanol		etanol

		2-metil 1-propanol		2-metil 1-propanol

		2-pentanol		2-pentanol

		1-butanol		1-butanol

		3-metil1-butanol		3-metil1-butanol

		1-pentanol		1-pentanol

		2-heptanol		2-heptanol



15min

30min

Áreas (unidades arbitrarias)

Queso Reggianito DI

52000

55000

1025000

1041000

22000

35000

59000

79000

51000

64000

32000

40000

47000

86000

31000

52000



		2-propanol		2-propanol

		etanol		etanol

		2-butanol		2-butanol

		2-pentanol		2-pentanol

		1-butanol		1-butanol

		3-metil1-butanol		3-metil1-butanol

		1-pentanol		1-pentanol

		2-heptanol		2-heptanol



15min

30min

Áreas (unidades arbitrarias)

Queso Reggianito CI

69000

64000

1860000

1763000

80000

137000

52000

68000

56000

65000

48000

56000

161000

222000

65000

102000



		2-propanol		2-propanol

		etanol		etanol

		2-metil 1-propanol		2-metil 1-propanol

		2-pentanol		2-pentanol

		1-butanol		1-butanol

		3-metil1-butanol		3-metil1-butanol

		1-pentanol		1-pentanol

		2-heptanol		2-heptanol

		1-hexanol		1-hexanol



15min

30min

Áreas (unidades arbitrarias)

Queso Reggianito DII

45000

42000

1990000

1777000

159000

116000

120000

155000

167000

191000

285000

292000

19000

41000

51000

86000

26000

43000



		Grafico A.IV.31





		Acetato de etilo		Acetato de etilo

		Butanoato de metilo		Butanoato de metilo

		Butanoato de etilo		Butanoato de etilo

		Hexanoato de metilo		Hexanoato de metilo

		Hexanoato de etilo		Hexanoato de etilo

		Hexanoato de isopropilo		Hexanoato de isopropilo

		Hexanoato de isoamilo		Hexanoato de isoamilo



15min

30min

Áreas (unidades arbitrarias)

Queso Reggianito AI

38000

38000

131000

169000

409000

710000

60000

102000

58000

98000

27000

46000

7000

18000



		Acetato de etilo		Acetato de etilo

		Butanoato de etilo		Butanoato de etilo

		Hexanoato de etilo		Hexanoato de etilo

		Hexanoato de isopropilo		Hexanoato de isopropilo



15min

30min

Áreas (unidades arbitrarias)

Queso Reggianito DII

73000

66000

153000

213000

9000

20000

8000

13000



		Acetato de etilo		Acetato de etilo

		Butanoato de etilo		Butanoato de etilo

		Hexanoato de etilo		Hexanoato de etilo



15min

30min

Áreas (unidades arbitrarias)

Queso Reggianito EI

48000

43000

420000

718000

13000

25000



		Grafico A.IV.32





		2-metilbutanal		2-metilbutanal

		3-metilbutanal		3-metilbutanal

		2-butenal		2-butenal

		Benzaldehído		Benzaldehído



15min

30min

Áreas (unidades arbitrarias)

Queso Reggianito AI

179000

141000

246000

197000

570000

1028000

67000

113000



		2-metilbutanal		2-metilbutanal

		3-metilbutanal		3-metilbutanal

		2-butenal		2-butenal

		Benzaldehído		Benzaldehído



15min

30min

Áreas (unidades arbitrarias)

Queso Reggianito CI

48000

55000

81000

92000

138000

295000

11000

15000



		2-metilbutanal		2-metilbutanal

		3-metilbutanal		3-metilbutanal

		Benzaldehído		Benzaldehído



15min

30min

Áreas (unidades arbitrarias)

Queso Reggianito EII

96000

84000

147000

130000

14000

26000



		Grafico A.IV.36





		Etanoico		Etanoico

		Propanoico		Propanoico

		2-metilpropanoico		2-metilpropanoico

		Butanoico		Butanoico

		3-metilbutanoico		3-metilbutanoico

		Pentanoico		Pentanoico

		Hexanoico		Hexanoico

		Octanoico		Octanoico

		Decanoico		Decanoico



15min

30min

Áreas (unidades arbitrarias)

Queso Reggianito BI

275000

477000

9000

12000

0

0

612000

1092000

10000

18000

11000

25000

232000

488000

35000

92000

9000

24000



		Etanoico		Etanoico

		Propanoico		Propanoico

		2-metilpropanoico		2-metilpropanoico

		Butanoico		Butanoico

		3-metilbutanoico		3-metilbutanoico

		Pentanoico		Pentanoico

		Hexanoico		Hexanoico

		Octanoico		Octanoico

		Decanoico		Decanoico



15min

30min

Áreas (unidades arbitrarias)

Queso Reggianito DI

1254000

186000

36000

49000

56000

75000

1260000

1926000

16000

32000

10000

15000

384000

758000

89000

172000

17000

29000



		Etanoico		Etanoico

		Propanoico		Propanoico

		2-metilpropanoico		2-metilpropanoico

		Butanoico		Butanoico

		3-metilbutanoico		3-metilbutanoico

		Pentanoico		Pentanoico

		Hexanoico		Hexanoico

		Octanoico		Octanoico

		Decanoico		Decanoico



15min

30min

Áreas (unidades arbitrarias)

Queso Reggianito EI

1100000

1254000

15000

28000

32000

36000

734000

802000

38000

25000

0

13000

286000

397000

80000

83000

17000

19000




_1348904259.xls
Gráfico13

		Ác. Butanoico		Ác. Butanoico		Ác. Butanoico		Ác. Butanoico		Ác. Butanoico

		Ác. 3-metilbutanoico		Ác. 3-metilbutanoico		Ác. 3-metilbutanoico		Ác. 3-metilbutanoico		Ác. 3-metilbutanoico

		Ác. Hexanoico		Ác. Hexanoico		Ác. Hexanoico		Ác. Hexanoico		Ác. Hexanoico

		Ác. Octanoico		Ác. Octanoico		Ác. Octanoico		Ác. Octanoico		Ác. Octanoico



5min

10min

15min

30min

60min

Áreas (unidades arbitrarias)

213266

622633

583252

573490

405272

28624

27480

29124

25215

20694

248056

230104

232885

265938

198109

30441

28513

49597

57097

33272



Hoja1

		

														Gráfico A.IV.3

														Gráfico A.IV.4

														Gráfico A.IV-5

														Gráfico A.IV.6

														Gráfico A.IV.7

														Gráfico A.IV.8

														Gráfico A.IV.9

														Gráfico A.IV.10

														Gráfico A.IV.11

														Gráfico A.IV.12

														Gráfico A.IV.13

														Gráfico A.IV.14

														Gráfico A.IV.15

														Gráfico A.IV.16

														Gráfico A.IV.17

														Gráfico A.IV.18

														Gráfico A.IV.20

														Gráfico A.IV.21

														Gráfico A.IV.22

														Gráfico A.IV.23





Hoja1

		2-propanona		2-propanona

		2-pentanona		2-pentanona

		2-heptanona		2-heptanona

		2-nonanona		2-nonanona

		8-nonen 2-ona		8-nonen 2-ona

		2-undecanona		2-undecanona



T=40ºC

T=60ºC

Áreas (unidades arbitrarias)

185634

40000

734177

113517

3810961

741871

1973106

2136213

449953

1506602

82518

333157



Hoja2

		Butanoato de etilo		Butanoato de etilo

		Butanoato de isoamilo		Butanoato de isoamilo

		Octanoato de etilo		Octanoato de etilo



T=40ºC

T=60ºC

Áreas (unidades arbitrarias)

81240

39340

202052

531556

861769

288071



Hoja3

		Ác. Butanoico		Ác. Butanoico

		Ác. 3-metilbutanoico		Ác. 3-metilbutanoico

		Ác. Hexanoico		Ác. Hexanoico

		Ác. Octanoico		Ác. Octanoico

		Ác. Decanoico		Ác. Decanoico



T=40ºC

T=60ºC

Áreas (unidades arbitrarias)

1022635

5597351

288492

411735

1276961

6673808

377362

5733103

129152

3184013



Hoja4

		2-propanol+EtOH		2-propanol+EtOH

		2-pentanol		2-pentanol

		3-metil 1-butanol		3-metil 1-butanol

		2-heptanol		2-heptanol

		2-nonanol		2-nonanol



T=40ºC

T=60ºC

Áreas (unidades arbitrarias)

168579

128515

37153

18072

895828

237309

126622

31907

286530

183489



Hoja5

		2-propanona		2-propanona		2-propanona

		2-pentanona		2-pentanona		2-pentanona

		2-heptanona		2-heptanona		2-heptanona

		2-nonanona		2-nonanona		2-nonanona

		8-nonen 2-ona		8-nonen 2-ona		8-nonen 2-ona

		2-undecanona		2-undecanona		2-undecanona



3hs

5hs

7hs

Áreas (unidades arbitrarias)

203240

357966

352388

2068539

4927453

4649705

6010383

9820419

9576899

2206401

4497673

5985936

542534

1310910

1677390

63000

106114

124695



Hoja6

		2-propanol		2-propanol		2-propanol

		2-butanol		2-butanol		2-butanol

		2-pentanol		2-pentanol		2-pentanol

		3-metil 1-butanol		3-metil 1-butanol		3-metil 1-butanol

		2-heptanol		2-heptanol		2-heptanol

		2-nonanol		2-nonanol		2-nonanol



3hs

5hs

7hs

Áreas (unidades arbitrarias)

111576

83680

57529

26800

12129

11365

33103

28469

28689

863951

542909

440871

97992

72459

69522

254213

195165

180261



Hoja7

		Butanoato de etilo		Butanoato de etilo		Butanoato de etilo

		Butanoato de isoamilo		Butanoato de isoamilo		Butanoato de isoamilo

		Octanoato de etilo		Octanoato de etilo		Octanoato de etilo



3hs

5hs

7hs

Áreas (unidades arbitrarias)

68044

52958

41857

167135

169033

147888

623458

256401

269866



Hoja8

		Ác. Butanoico		Ác. Butanoico		Ác. Butanoico

		Ác. 3-metilbutanoico		Ác. 3-metilbutanoico		Ác. 3-metilbutanoico

		Ác. Hexanoico		Ác. Hexanoico		Ác. Hexanoico

		Ác. Octanoico		Ác. Octanoico		Ác. Octanoico

		Ác. Decanoico		Ác. Decanoico		Ác. Decanoico



3hs

5hs

7hs

Áreas (unidades arbitrarias)

692370

669492

726218

325583

120038

122206

752010

698225

681492

235718

190349

150849

76992

77574

77890



Hoja9

		2-pentanona		2-pentanona		2-pentanona		2-pentanona		2-pentanona

		2-heptanona		2-heptanona		2-heptanona		2-heptanona		2-heptanona

		2-nonanona		2-nonanona		2-nonanona		2-nonanona		2-nonanona

		8-nonen 2-ona		8-nonen 2-ona		8-nonen 2-ona		8-nonen 2-ona		8-nonen 2-ona



5min

10min

15min

30min

60min

Áreas (unidades arbitrarias)

68419

72240

76140

74177

77550

529651

734743

673903

637174

666554

188064

238133

239485

284436

287228

296193

291294

287112

363537

408002



Hoja10

		2-propanol		2-propanol		2-propanol		2-propanol		2-propanol

		Etanol		Etanol		Etanol		Etanol		Etanol

		2-metil 1-propanol		2-metil 1-propanol		2-metil 1-propanol		2-metil 1-propanol		2-metil 1-propanol

		3-metil 1-butanol		3-metil 1-butanol		3-metil 1-butanol		3-metil 1-butanol		3-metil 1-butanol

		2-heptanol		2-heptanol		2-heptanol		2-heptanol		2-heptanol



5min

10min

15min

30min

60min

Áreas (unidades arbitrarias)

306060

351606

368274

364833

386878

81502

84867

86890

109858

76522

70414

79032

77882

82007

64818

688317

734743

799944

791350

798756

16043

20057

20040

21174

24165



		Butanoato de etilo		Butanoato de etilo		Butanoato de etilo		Butanoato de etilo		Butanoato de etilo

		Butanoato de isoamilo		Butanoato de isoamilo		Butanoato de isoamilo		Butanoato de isoamilo		Butanoato de isoamilo

		Octanoato de etilo		Octanoato de etilo		Octanoato de etilo		Octanoato de etilo		Octanoato de etilo



5min

10min

15min

30min

60min

Áreas (unidades arbitrarias)

27881

25588

34500

30914

25316

73417

82104

75328

67901

71194

36412

40248

46212

52780

51007



		Ác. Butanoico		Ác. Butanoico		Ác. Butanoico		Ác. Butanoico		Ác. Butanoico

		Ác. 3-metilbutanoico		Ác. 3-metilbutanoico		Ác. 3-metilbutanoico		Ác. 3-metilbutanoico		Ác. 3-metilbutanoico

		Ác. Hexanoico		Ác. Hexanoico		Ác. Hexanoico		Ác. Hexanoico		Ác. Hexanoico

		Ác. Octanoico		Ác. Octanoico		Ác. Octanoico		Ác. Octanoico		Ác. Octanoico



5min

10min

15min

30min

60min

Áreas (unidades arbitrarias)

213266

622633

583252

573490

405272

28624

27480

29124

25215

20694

248056

230104

232885

265938

198109

30441

28513

49597

57097

33272



		2-propanona		2-propanona		2-propanona		161767		151202		259603

		2-pentanona		2-pentanona		2-pentanona		140160		108980		1755485

		2-heptanona		2-heptanona		2-heptanona		2476877		2102397		5901242

		2-nonanona		2-nonanona		2-nonanona		1471497		1558167.5		2167012

		8-nonen 2-ona		8-nonen 2-ona		8-nonen 2-ona		667525		851579.5		1455872



0.3g

0.6g

1g

2.5g

5g

10g

Áreas (unidades arbitrarias)

65463

89861.5

126054

98214

108369.5

133040

1967932

2281988

2448071

1444214

1557616

1803522

714844.5

792222.5

739868



		2-propanol		2-propanol		2-propanol		2-propanol		2-propanol		2-propanol

		Etanol		Etanol		Etanol		Etanol		Etanol		Etanol

		2-metil 1-propanol		2-metil 1-propanol		2-metil 1-propanol		2-metil 1-propanol		2-metil 1-propanol		2-metil 1-propanol

		2-pentanol		2-pentanol		2-pentanol		2-pentanol		2-pentanol		2-pentanol

		3-metil 1-butanol		3-metil 1-butanol		3-metil 1-butanol		3-metil 1-butanol		3-metil 1-butanol		3-metil 1-butanol

		2-heptanol		2-heptanol		2-heptanol		2-heptanol		2-heptanol		2-heptanol

		2-nonanol		2-nonanol		2-nonanol		2-nonanol		2-nonanol		2-nonanol



0.3g

0.6g

1g

2.5g

5g

10g

Áreas (unidades arbitrarias)

192852.5

323941.5

350212

385154

390988.5

142089

81486

103215

96486

110664

107814

26442

58081.5

56845

53037

87779

76451.5

51592

56847.5

51905

91542

56318

43125

30700

935621.5

993576.5

988761

1071440

924553

843031

111985

129827.5

137915

130552

115606.5

88890

206472.5

163811.5

189005

122714

100746.5

94895



		Butanoato de metilo		Butanoato de metilo		Butanoato de metilo		Butanoato de metilo		Butanoato de metilo		Butanoato de metilo

		Butanoato de etilo		Butanoato de etilo		Butanoato de etilo		Butanoato de etilo		Butanoato de etilo		Butanoato de etilo

		Butanoato de isoamilo		Butanoato de isoamilo		Butanoato de isoamilo		Butanoato de isoamilo		Butanoato de isoamilo		Butanoato de isoamilo

		Octanoato de etilo		Octanoato de etilo		Octanoato de etilo		Octanoato de etilo		Octanoato de etilo		Octanoato de etilo



0.3g

0.6g

1g

2.5g

5g

10g

Áreas (unidades arbitrarias)

58255.5

54916

51441

53686

74955.5

0

75098.5

83906.5

95674

91105

97068.5

60885

227455.5

232408.5

254775

233141

227940

199853

232129.5

246969

297898

246584

312764

223716



		Ác. Butanoico		Ác. Butanoico		Ác. Butanoico		Ác. Butanoico		Ác. Butanoico		Ác. Butanoico

		Ác. 3-metilbutanoico		Ác. 3-metilbutanoico		Ác. 3-metilbutanoico		Ác. 3-metilbutanoico		Ác. 3-metilbutanoico		Ác. 3-metilbutanoico

		Ác. Hexanoico		Ác. Hexanoico		Ác. Hexanoico		Ác. Hexanoico		Ác. Hexanoico		Ác. Hexanoico

		Ác. Octanoico		Ác. Octanoico		Ác. Octanoico		Ác. Octanoico		Ác. Octanoico		Ác. Octanoico

		Ác. Decanoico		Ác. Decanoico		Ác. Decanoico		Ác. Decanoico		Ác. Decanoico		Ác. Decanoico



0.3g

0.6g

1g

2.5g

5g

10g

Áreas (unidades arbitrarias)

921967

1017936

892047

921023

1233839.5

2019196

74172

101756

93587

96855

95209.5

197769

663692.5

826848

791268

850909

1189028

2051674

88016

136920.5

147074

191915

236454.5

413839

32648.5

70554

92183

110908

106944.5

131069



		propanona		propanona

		2-butanona		2-butanona

		2-pentanona		2-pentanona

		2-hexanona		2-hexanona

		2-heptanona		2-heptanona

		2-nonanona		2-nonanona



5 g

10 g

Áreas (unidades arbitrarias)

354000

409000

22000

24000

493000

503000

25000

26000

258000

253000

123000

145000



		2-propanol		2-propanol

		Etanol		Etanol

		2-butanol		2-butanol

		metil 1-propanol		metil 1-propanol

		2-pentanol		2-pentanol

		3-metil 1-butanol		3-metil 1-butanol

		2-heptanol		2-heptanol

		2-nonanol		2-nonanol



5 g

10 g

Áreas (unidades arbitrarias)

221000

206000

1915000

1963000

67000

72000

24000

15000

11000

7000

30000

33000

184000

185000

148000

163000



		Butanoato de etilo		Butanoato de etilo

		Hexanoato de etilo		Hexanoato de etilo

		Butanoato de isoamilo		Butanoato de isoamilo



5 g

10 g

Áreas (unidades arbitrarias)

1543000

1428000

13000

16000

80000

95000



		Ác. Etanoico		Ác. Etanoico

		Ác. Butanoico		Ác. Butanoico

		Ác. 3-metil butanoico		Ác. 3-metil butanoico

		Ác. Hexanoico		Ác. Hexanoico

		Ác. Octanoico		Ác. Octanoico

		Ác. Decanoico		Ác. Decanoico

		Ác. Dodecanoico		Ác. Dodecanoico



5 g

10 g

Áreas (unidades arbitrarias)

857000

770000

655000

628000

167000

187000

309000

288000

120000

107000

53000

45000

8000

6000



		Grafico AI.IV.25





		1min		1min		1min		1min		1min

		5min		5min		5min		5min		5min

		15min		15min		15min		15min		15min

		30min		30min		30min		30min		30min



2-propanona

2-pentanona

2-heptanona

2-nonanona

8-nonen 2-ona

tiempo

Areas (unidades arbitrarias)

110329

2552575

1047532

221403

70840

159668

3369395

3613746

1009777

263552

161575

2855903

5618158

2638625

654885

169431

2314794

4443809

4307227

1009192



		1min		1min		1min		1min

		5min		5min		5min		5min

		15min		15min		15min		15min

		30min		30min		30min		30min



2-butanona

2-hexanona

2-octanona

2-undecanona

tiempo

Areas (unidades arbitrarias)

26026

35595

9983

11215

26811

87369

43315

45594

24050

87760

97117

112044

19992

55883.5

122506

220337.5



		1min		1min		1min		1min		1min

		5min		5min		5min		5min		5min

		15min		15min		15min		15min		15min

		30min		30min		30min		30min		30min



2-propanona

2-butanona

2-pentanona

2-octanona

2-undecanona

tiempo

Areas (unidades arbitrarias)

52123

55800

34535

0

0

84731

56013

86157

0

6693

100122

39799

102807

5894

14263

129606

50053

115039

18513

47777



		1min		1min		1min

		5min		5min		5min

		15min		15min		15min

		30min		30min		30min



2-heptanona

2-nonanona

8-nonen 2-ona

tiempo

Areas (unidades arbitrarias)

130777

36962

98202

613571

238733

294673

1081871

451790

407437

2193265

1301225

871608



		5min.		5min.		5min.		5min.

		15min.		15min.		15min.		15min.

		30min.		30min.		30min.		30min.



2-pentanona

2-heptanona

2-nonanona

8-nonen 2-ona

tiempo

Areas (unidades arbitrarias)

576850

660531.5

305949.25

628178.5

592335.5

1352611.5

590951.25

1312548

788846.5

1960299

1013213.5

1456373



		5min.		5min.		5min.		5min.		5min.

		15min.		15min.		15min.		15min.		15min.

		30min.		30min.		30min.		30min.		30min.



2-propanona

2-butanona

2-hexanona

2-octanona

2-undecanona

tiempo

Areas (unidades arbitrarias)

297800

57590.5

10121.5

119000

22980

273875

54468

20645

126464.75

28678.25

257747.25

69356.5

28351

143400.5

44275.5



		Grafico A.IV.26





		1min		1min		1min		1min		1min		1min		1min		1min		1min

		5min		5min		5min		5min		5min		5min		5min		5min		5min

		15min		15min		15min		15min		15min		15min		15min		15min		15min

		30min		30min		30min		30min		30min		30min		30min		30min		30min



Etanol

2-butanol

2-metil 1-propanol

2-pentanol

1-butanol

2-heptanol

2-nonanol

2,3-butanodiol

2-feniletanol

tiempo

Areas (unidades arbitrarias)

56484

0

59343

0

0

0

0

0

0

74445

9492

89306

17512

0

23455

10582

0

0

70965

14714

83029

25073

14725

44668

23554

5829

7714

119663

30251

76754

43204

35549

98684

73108

28585

23994



		1min		1min

		5min		5min

		15min		15min

		30min		30min



2-propanol

3-metil 1-butanol

tiempo

Areas (unidades arbitrarias)

267934

314088

416025

854800

412889

1054768

285121

928111



		5min.		5min.		5min.		5min.		5min.		5min.		5min.

		15min.		15min.		15min.		15min.		15min.		15min.		15min.

		30min.		30min.		30min.		30min.		30min.		30min.		30min.



2-metil 1-propanol

1-butanol

2-hexanol

2-octanol

1-hexanol

2-nonanol

2-feniletilalcohol

tiempo

Areas (unidades arbitrarias)

67034

192759

24160

5860

15126.75

27157.5

0

53820

192306

50147.5

16877.5

41493.25

66537.75

23537

55963.5

271588

16576

40080.5

54884.5

130304

40175.5



		5min.		5min.		5min.		5min.		5min.		5min.

		15min.		15min.		15min.		15min.		15min.		15min.

		30min.		30min.		30min.		30min.		30min.		30min.



2-propanol

Etanol

2-pentanol

3-metil 1-butanol

2-heptanol

2,3-butanodiol

tiempo

Areas (unidades arbitrarias)

274153

2925144.5

470391

614196

227863.75

111753.25

221753.5

2961461.5

489104

607760.5

461852

196179.5

285651.5

3705356.5

486301

696674.75

735494.25

212017.75



		5min.		5min.		5min.		5min.		5min.		14869

		15min.		15min.		15min.		15min.		15min.		11942

		30min.		30min.		30min.		30min.		30min.		0



1-propanol

1-butanol

2-hexanol

1-hexanol

2,3-butanodiol

2-metil 1-propanol

tiempo

Areas (unidades arbitrarias)

191744

61369

96174

16429

120732

148846

52410

175816

47862

139498

112568

50443

41207

58499

190114



		5min.		5min.		5min.		5min.		5min.		5min.		5min.

		15min.		15min.		15min.		15min.		15min.		15min.		15min.

		30min.		30min.		30min.		30min.		30min.		30min.		30min.



2-propanol

Etanol

2-pentanol

3-metil 1-butanol

2-heptanol

2-octanol

2-nonanol

tiempo

Areas (unidades arbitrarias)

713587

707241

1934247

128062

1427278

47053

161087

560169

679186

1265559

85221

2392755

165086

592551

610807

660597

1127964

335356

1835402

265928

887173



		Grafico A.IV.27





		1min		1min		1min		1min

		5min		5min		5min		5min

		15min		15min		15min		15min

		30min		30min		30min		30min



Butanoato de etilo

Hexanoato de etilo

Butanoato de isoamilo

Octanoato de etilo

tiempo

Areas (unidades aribitrarias)

17934

0

73885

13167

57321

7999

140724

39892

64274

16627

210377

89454

62311

35073

291770

167054



		5min.		5min.		5min.		5min.		5min.		23178.5

		15min.		15min.		15min.		15min.		15min.		23952.5

		30min.		30min.		30min.		30min.		30min.		41521



Acetato de etilo

Hexanoato de metilo

Butanoato de isoamilo

Octanoato de etilo

Hexanoato de isoamilo

Butanoato de metilo

tiempo

Areas (unidades arbitrarias)

358919

10561.5

50832.5

68664.25

16642

345124.5

78428

128658

198357

46556

356047

59970.5

255097.5

401996

88802



		5min.		5min.

		15min.		15min.

		30min.		30min.
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3hs

5hs

7hs

Áreas (unidades arbitrarias)

203240

357966

352388

2068539

4927453

4649705

6010383

9820419

9576899

2206401

4497673

5985936

542534

1310910

1677390

63000

106114

124695



Hoja6

		2-propanol		2-propanol		2-propanol

		2-butanol		2-butanol		2-butanol

		2-pentanol		2-pentanol		2-pentanol

		3-metil 1-butanol		3-metil 1-butanol		3-metil 1-butanol

		2-heptanol		2-heptanol		2-heptanol

		2-nonanol		2-nonanol		2-nonanol



3hs

5hs

7hs

Áreas (unidades arbitrarias)

111576

83680

57529

26800

12129

11365

33103

28469

28689

863951

542909

440871

97992

72459

69522

254213

195165

180261



Hoja7

		Butanoato de etilo		Butanoato de etilo		Butanoato de etilo

		Butanoato de isoamilo		Butanoato de isoamilo		Butanoato de isoamilo

		Octanoato de etilo		Octanoato de etilo		Octanoato de etilo



3hs

5hs

7hs

Áreas (unidades arbitrarias)

68044

52958

41857

167135

169033

147888

623458

256401

269866



Hoja8

		Ác. Butanoico		Ác. Butanoico		Ác. Butanoico

		Ác. 3-metilbutanoico		Ác. 3-metilbutanoico		Ác. 3-metilbutanoico

		Ác. Hexanoico		Ác. Hexanoico		Ác. Hexanoico

		Ác. Octanoico		Ác. Octanoico		Ác. Octanoico

		Ác. Decanoico		Ác. Decanoico		Ác. Decanoico



3hs

5hs

7hs

Áreas (unidades arbitrarias)

692370

669492

726218

325583

120038

122206

752010

698225

681492

235718

190349

150849

76992

77574

77890



Hoja9

		2-pentanona		2-pentanona		2-pentanona		2-pentanona		2-pentanona

		2-heptanona		2-heptanona		2-heptanona		2-heptanona		2-heptanona

		2-nonanona		2-nonanona		2-nonanona		2-nonanona		2-nonanona

		8-nonen 2-ona		8-nonen 2-ona		8-nonen 2-ona		8-nonen 2-ona		8-nonen 2-ona



5min

10min

15min

30min

60min

Áreas (unidades arbitrarias)

68419

72240

76140

74177

77550

529651

734743

673903

637174

666554

188064

238133

239485

284436

287228

296193

291294

287112

363537

408002



Hoja10

		2-propanol		2-propanol		2-propanol		2-propanol		2-propanol

		Etanol		Etanol		Etanol		Etanol		Etanol

		2-metil 1-propanol		2-metil 1-propanol		2-metil 1-propanol		2-metil 1-propanol		2-metil 1-propanol

		3-metil 1-butanol		3-metil 1-butanol		3-metil 1-butanol		3-metil 1-butanol		3-metil 1-butanol

		2-heptanol		2-heptanol		2-heptanol		2-heptanol		2-heptanol



5min

10min

15min

30min

60min

Áreas (unidades arbitrarias)

306060

351606

368274

364833

386878

81502

84867

86890

109858

76522

70414

79032

77882

82007

64818

688317

734743

799944

791350

798756

16043

20057

20040

21174

24165



		Butanoato de etilo		Butanoato de etilo		Butanoato de etilo		Butanoato de etilo		Butanoato de etilo

		Butanoato de isoamilo		Butanoato de isoamilo		Butanoato de isoamilo		Butanoato de isoamilo		Butanoato de isoamilo

		Octanoato de etilo		Octanoato de etilo		Octanoato de etilo		Octanoato de etilo		Octanoato de etilo



5min

10min

15min

30min

60min

Áreas (unidades arbitrarias)

27881

25588

34500

30914

25316

73417

82104

75328

67901

71194

36412

40248

46212

52780

51007



		Ác. Butanoico		Ác. Butanoico		Ác. Butanoico		Ác. Butanoico		Ác. Butanoico

		Ác. 3-metilbutanoico		Ác. 3-metilbutanoico		Ác. 3-metilbutanoico		Ác. 3-metilbutanoico		Ác. 3-metilbutanoico

		Ác. Hexanoico		Ác. Hexanoico		Ác. Hexanoico		Ác. Hexanoico		Ác. Hexanoico

		Ác. Octanoico		Ác. Octanoico		Ác. Octanoico		Ác. Octanoico		Ác. Octanoico



5min

10min

15min

30min

60min

Áreas (unidades arbitrarias)

213266

622633

583252

573490

405272

28624

27480

29124

25215

20694

248056

230104

232885

265938

198109

30441

28513

49597

57097

33272



		2-propanona		2-propanona		2-propanona		161767		151202		259603

		2-pentanona		2-pentanona		2-pentanona		140160		108980		1755485

		2-heptanona		2-heptanona		2-heptanona		2476877		2102397		5901242

		2-nonanona		2-nonanona		2-nonanona		1471497		1558167.5		2167012

		8-nonen 2-ona		8-nonen 2-ona		8-nonen 2-ona		667525		851579.5		1455872



0.3g

0.6g

1g

2.5g

5g

10g

Áreas (unidades arbitrarias)

65463

89861.5

126054

98214

108369.5

133040

1967932

2281988

2448071

1444214

1557616

1803522

714844.5

792222.5

739868



		2-propanol		2-propanol		2-propanol		2-propanol		2-propanol		2-propanol

		Etanol		Etanol		Etanol		Etanol		Etanol		Etanol

		2-metil 1-propanol		2-metil 1-propanol		2-metil 1-propanol		2-metil 1-propanol		2-metil 1-propanol		2-metil 1-propanol

		2-pentanol		2-pentanol		2-pentanol		2-pentanol		2-pentanol		2-pentanol

		3-metil 1-butanol		3-metil 1-butanol		3-metil 1-butanol		3-metil 1-butanol		3-metil 1-butanol		3-metil 1-butanol

		2-heptanol		2-heptanol		2-heptanol		2-heptanol		2-heptanol		2-heptanol

		2-nonanol		2-nonanol		2-nonanol		2-nonanol		2-nonanol		2-nonanol



0.3g

0.6g

1g

2.5g

5g

10g

Áreas (unidades arbitrarias)

192852.5

323941.5

350212

385154

390988.5

142089

81486

103215

96486

110664

107814

26442

58081.5

56845

53037

87779

76451.5

51592

56847.5

51905

91542

56318

43125

30700

935621.5

993576.5

988761

1071440

924553

843031

111985

129827.5

137915

130552

115606.5

88890

206472.5

163811.5

189005

122714

100746.5

94895



		Butanoato de metilo		Butanoato de metilo		Butanoato de metilo		Butanoato de metilo		Butanoato de metilo		Butanoato de metilo

		Butanoato de etilo		Butanoato de etilo		Butanoato de etilo		Butanoato de etilo		Butanoato de etilo		Butanoato de etilo

		Butanoato de isoamilo		Butanoato de isoamilo		Butanoato de isoamilo		Butanoato de isoamilo		Butanoato de isoamilo		Butanoato de isoamilo

		Octanoato de etilo		Octanoato de etilo		Octanoato de etilo		Octanoato de etilo		Octanoato de etilo		Octanoato de etilo



0.3g

0.6g

1g

2.5g

5g

10g

Áreas (unidades arbitrarias)

58255.5

54916

51441

53686

74955.5

0

75098.5

83906.5

95674

91105

97068.5

60885

227455.5

232408.5

254775

233141

227940

199853

232129.5

246969

297898

246584

312764

223716



		Ác. Butanoico		Ác. Butanoico		Ác. Butanoico		Ác. Butanoico		Ác. Butanoico		Ác. Butanoico

		Ác. 3-metilbutanoico		Ác. 3-metilbutanoico		Ác. 3-metilbutanoico		Ác. 3-metilbutanoico		Ác. 3-metilbutanoico		Ác. 3-metilbutanoico

		Ác. Hexanoico		Ác. Hexanoico		Ác. Hexanoico		Ác. Hexanoico		Ác. Hexanoico		Ác. Hexanoico

		Ác. Octanoico		Ác. Octanoico		Ác. Octanoico		Ác. Octanoico		Ác. Octanoico		Ác. Octanoico

		Ác. Decanoico		Ác. Decanoico		Ác. Decanoico		Ác. Decanoico		Ác. Decanoico		Ác. Decanoico



0.3g

0.6g

1g

2.5g

5g

10g

Áreas (unidades arbitrarias)

921967

1017936

892047

921023

1233839.5

2019196

74172

101756

93587

96855

95209.5

197769

663692.5

826848

791268

850909

1189028

2051674

88016

136920.5

147074

191915

236454.5

413839

32648.5

70554

92183

110908

106944.5

131069



		propanona		propanona

		2-butanona		2-butanona

		2-pentanona		2-pentanona

		2-hexanona		2-hexanona

		2-heptanona		2-heptanona

		2-nonanona		2-nonanona



5 g

10 g

Áreas (unidades arbitrarias)

354000

409000

22000

24000

493000

503000

25000

26000

258000

253000

123000

145000



		2-propanol		2-propanol

		Etanol		Etanol

		2-butanol		2-butanol

		metil 1-propanol		metil 1-propanol

		2-pentanol		2-pentanol

		3-metil 1-butanol		3-metil 1-butanol

		2-heptanol		2-heptanol

		2-nonanol		2-nonanol



5 g

10 g

Áreas (unidades arbitrarias)

221000

206000

1915000

1963000

67000

72000

24000

15000

11000

7000

30000

33000

184000

185000

148000

163000



		Butanoato de etilo		Butanoato de etilo

		Hexanoato de etilo		Hexanoato de etilo

		Butanoato de isoamilo		Butanoato de isoamilo



5 g

10 g

Áreas (unidades arbitrarias)

1543000

1428000

13000

16000

80000

95000



		Ác. Etanoico		Ác. Etanoico

		Ác. Butanoico		Ác. Butanoico

		Ác. 3-metil butanoico		Ác. 3-metil butanoico

		Ác. Hexanoico		Ác. Hexanoico

		Ác. Octanoico		Ác. Octanoico

		Ác. Decanoico		Ác. Decanoico

		Ác. Dodecanoico		Ác. Dodecanoico



5 g

10 g

Áreas (unidades arbitrarias)

857000

770000

655000

628000

167000

187000

309000

288000

120000

107000

53000

45000

8000

6000



		Grafico AI.IV.25





		1min		1min		1min		1min		1min

		5min		5min		5min		5min		5min

		15min		15min		15min		15min		15min

		30min		30min		30min		30min		30min



2-propanona

2-pentanona

2-heptanona

2-nonanona

8-nonen 2-ona

tiempo

Areas (unidades arbitrarias)

110329

2552575

1047532

221403

70840

159668

3369395

3613746

1009777

263552

161575

2855903

5618158

2638625

654885

169431

2314794

4443809

4307227

1009192



		1min		1min		1min		1min

		5min		5min		5min		5min

		15min		15min		15min		15min

		30min		30min		30min		30min



2-butanona

2-hexanona

2-octanona

2-undecanona

tiempo

Areas (unidades arbitrarias)

26026

35595

9983

11215

26811

87369

43315

45594

24050

87760

97117

112044

19992

55883.5

122506

220337.5



		1min		1min		1min		1min		1min

		5min		5min		5min		5min		5min

		15min		15min		15min		15min		15min

		30min		30min		30min		30min		30min



2-propanona

2-butanona

2-pentanona

2-octanona

2-undecanona

tiempo

Areas (unidades arbitrarias)

52123

55800

34535

0

0

84731

56013

86157

0

6693

100122

39799

102807

5894

14263

129606

50053

115039

18513

47777



		1min		1min		1min

		5min		5min		5min

		15min		15min		15min

		30min		30min		30min



2-heptanona

2-nonanona

8-nonen 2-ona

tiempo

Areas (unidades arbitrarias)

130777

36962

98202

613571

238733

294673

1081871

451790

407437

2193265

1301225

871608



		5min.		5min.		5min.		5min.

		15min.		15min.		15min.		15min.

		30min.		30min.		30min.		30min.



2-pentanona

2-heptanona

2-nonanona

8-nonen 2-ona

tiempo

Areas (unidades arbitrarias)

576850

660531.5

305949.25

628178.5

592335.5

1352611.5

590951.25

1312548

788846.5

1960299

1013213.5

1456373



		5min.		5min.		5min.		5min.		5min.

		15min.		15min.		15min.		15min.		15min.

		30min.		30min.		30min.		30min.		30min.



2-propanona

2-butanona

2-hexanona

2-octanona

2-undecanona

tiempo

Areas (unidades arbitrarias)

297800

57590.5

10121.5

119000

22980

273875

54468

20645

126464.75

28678.25

257747.25

69356.5

28351

143400.5

44275.5



		Grafico A.IV.26





		1min		1min		1min		1min		1min		1min		1min		1min		1min

		5min		5min		5min		5min		5min		5min		5min		5min		5min

		15min		15min		15min		15min		15min		15min		15min		15min		15min

		30min		30min		30min		30min		30min		30min		30min		30min		30min



Etanol

2-butanol

2-metil 1-propanol

2-pentanol

1-butanol

2-heptanol

2-nonanol

2,3-butanodiol

2-feniletanol

tiempo

Areas (unidades arbitrarias)

56484

0

59343

0

0

0

0

0

0

74445

9492

89306

17512

0

23455

10582

0

0

70965

14714

83029

25073

14725

44668

23554

5829

7714

119663

30251

76754

43204

35549

98684

73108

28585

23994



		1min		1min

		5min		5min

		15min		15min

		30min		30min



2-propanol

3-metil 1-butanol

tiempo

Areas (unidades arbitrarias)

267934

314088

416025

854800

412889

1054768

285121

928111



		5min.		5min.		5min.		5min.		5min.		5min.		5min.

		15min.		15min.		15min.		15min.		15min.		15min.		15min.

		30min.		30min.		30min.		30min.		30min.		30min.		30min.



2-metil 1-propanol

1-butanol

2-hexanol

2-octanol

1-hexanol

2-nonanol

2-feniletilalcohol

tiempo

Areas (unidades arbitrarias)

67034

192759

24160

5860

15126.75

27157.5

0

53820

192306

50147.5

16877.5

41493.25

66537.75

23537

55963.5

271588

16576

40080.5

54884.5

130304

40175.5



		5min.		5min.		5min.		5min.		5min.		5min.

		15min.		15min.		15min.		15min.		15min.		15min.

		30min.		30min.		30min.		30min.		30min.		30min.



2-propanol

Etanol

2-pentanol

3-metil 1-butanol

2-heptanol

2,3-butanodiol

tiempo

Areas (unidades arbitrarias)

274153

2925144.5

470391

614196

227863.75

111753.25

221753.5

2961461.5

489104

607760.5

461852

196179.5

285651.5

3705356.5

486301

696674.75

735494.25

212017.75



		5min.		5min.		5min.		5min.		5min.		14869

		15min.		15min.		15min.		15min.		15min.		11942

		30min.		30min.		30min.		30min.		30min.		0



1-propanol

1-butanol

2-hexanol

1-hexanol

2,3-butanodiol

2-metil 1-propanol

tiempo

Areas (unidades arbitrarias)

191744

61369

96174

16429

120732

148846

52410

175816

47862

139498

112568

50443

41207

58499

190114



		5min.		5min.		5min.		5min.		5min.		5min.		5min.

		15min.		15min.		15min.		15min.		15min.		15min.		15min.

		30min.		30min.		30min.		30min.		30min.		30min.		30min.



2-propanol

Etanol

2-pentanol

3-metil 1-butanol

2-heptanol

2-octanol

2-nonanol

tiempo

Areas (unidades arbitrarias)

713587

707241

1934247

128062

1427278

47053

161087

560169

679186

1265559

85221

2392755

165086

592551

610807

660597

1127964

335356

1835402

265928

887173



		Grafico A.IV.27





		1min		1min		1min		1min

		5min		5min		5min		5min

		15min		15min		15min		15min

		30min		30min		30min		30min



Butanoato de etilo

Hexanoato de etilo

Butanoato de isoamilo

Octanoato de etilo

tiempo

Areas (unidades aribitrarias)

17934

0

73885

13167

57321

7999

140724

39892

64274

16627

210377

89454

62311

35073

291770

167054



		5min.		5min.		5min.		5min.		5min.		23178.5

		15min.		15min.		15min.		15min.		15min.		23952.5

		30min.		30min.		30min.		30min.		30min.		41521



Acetato de etilo

Hexanoato de metilo

Butanoato de isoamilo

Octanoato de etilo

Hexanoato de isoamilo

Butanoato de metilo

tiempo

Areas (unidades arbitrarias)

358919

10561.5

50832.5

68664.25

16642

345124.5

78428

128658

198357

46556

356047

59970.5

255097.5

401996

88802



		5min.		5min.

		15min.		15min.

		30min.		30min.



Butanoato de etilo

Hexanoato de etilo

tiempo

Areas (unidades arbitrarias)

1370002

1241825.75

1805849.5

3056018.5

2244536.5

5549095



		5min.		5min.		5min.		5min.		5min.		5min.

		15min.		15min.		15min.		15min.		15min.		15min.

		30min.		30min.		30min.		30min.		30min.		30min.



Acetato de etilo

Butanoato de metilo

Butanoato de etilo

Butanoato de isoamilo

Hexanoato de isopropilo

Hexanoato de isoamilo

tiempo

Areas (unidades arbitrarias)

44903

510369

815697

134323.5

77764

83918.5

38795

416153

627151

396334

317509

138977

40726

373467

521863

432347

532795

242755



		5min.		5min.		5min.

		15min.		15min.		15min.

		30min.		30min.		30min.



Hexanoato de metilo

Hexanoato de etilo

Octanoato de etilo

tiempo

Areas (unidades arbitrarias)

1396766

1738293

151001

2149753

4488422

595963

1459777

4059544

998463



		Gráfico A.IV.28





		1min		1min		1min		1min		1min		1min

		5min		5min		5min		5min		5min		5min

		15min		15min		15min		15min		15min		15min

		30min		30min		30min		30min		30min		30min



Ac. Etanoico

Ac. Propanoico

Ac. 2-metil propanoico
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Hoja10

		2-propanol		2-propanol		2-propanol		2-propanol		2-propanol

		Etanol		Etanol		Etanol		Etanol		Etanol

		2-metil 1-propanol		2-metil 1-propanol		2-metil 1-propanol		2-metil 1-propanol		2-metil 1-propanol

		3-metil 1-butanol		3-metil 1-butanol		3-metil 1-butanol		3-metil 1-butanol		3-metil 1-butanol

		2-heptanol		2-heptanol		2-heptanol		2-heptanol		2-heptanol



5min

10min

15min

30min

60min

Áreas (unidades arbitrarias)

306060

351606

368274

364833

386878

81502

84867

86890

109858

76522

70414

79032

77882

82007

64818

688317

734743

799944

791350

798756

16043

20057

20040

21174

24165



		Butanoato de etilo		Butanoato de etilo		Butanoato de etilo		Butanoato de etilo		Butanoato de etilo

		Butanoato de isoamilo		Butanoato de isoamilo		Butanoato de isoamilo		Butanoato de isoamilo		Butanoato de isoamilo

		Octanoato de etilo		Octanoato de etilo		Octanoato de etilo		Octanoato de etilo		Octanoato de etilo



5min

10min

15min

30min

60min

Áreas (unidades arbitrarias)

27881

25588

34500

30914

25316

73417

82104

75328

67901

71194

36412

40248

46212

52780

51007



		Ác. Butanoico		Ác. Butanoico		Ác. Butanoico		Ác. Butanoico		Ác. Butanoico

		Ác. 3-metilbutanoico		Ác. 3-metilbutanoico		Ác. 3-metilbutanoico		Ác. 3-metilbutanoico		Ác. 3-metilbutanoico

		Ác. Hexanoico		Ác. Hexanoico		Ác. Hexanoico		Ác. Hexanoico		Ác. Hexanoico

		Ác. Octanoico		Ác. Octanoico		Ác. Octanoico		Ác. Octanoico		Ác. Octanoico



5min

10min

15min

30min

60min

Áreas (unidades arbitrarias)

213266

622633

583252

573490

405272

28624

27480

29124

25215

20694

248056

230104

232885

265938

198109

30441

28513

49597

57097

33272



		2-propanona		2-propanona		2-propanona		161767		151202		259603

		2-pentanona		2-pentanona		2-pentanona		140160		108980		1755485

		2-heptanona		2-heptanona		2-heptanona		2476877		2102397		5901242

		2-nonanona		2-nonanona		2-nonanona		1471497		1558167.5		2167012

		8-nonen 2-ona		8-nonen 2-ona		8-nonen 2-ona		667525		851579.5		1455872



0.3g

0.6g

1g

2.5g

5g

10g

Áreas (unidades arbitrarias)

65463

89861.5

126054

98214

108369.5

133040

1967932

2281988

2448071

1444214

1557616

1803522

714844.5

792222.5

739868



		2-propanol		2-propanol		2-propanol		2-propanol		2-propanol		2-propanol

		Etanol		Etanol		Etanol		Etanol		Etanol		Etanol

		2-metil 1-propanol		2-metil 1-propanol		2-metil 1-propanol		2-metil 1-propanol		2-metil 1-propanol		2-metil 1-propanol

		2-pentanol		2-pentanol		2-pentanol		2-pentanol		2-pentanol		2-pentanol

		3-metil 1-butanol		3-metil 1-butanol		3-metil 1-butanol		3-metil 1-butanol		3-metil 1-butanol		3-metil 1-butanol

		2-heptanol		2-heptanol		2-heptanol		2-heptanol		2-heptanol		2-heptanol

		2-nonanol		2-nonanol		2-nonanol		2-nonanol		2-nonanol		2-nonanol



0.3g

0.6g

1g

2.5g

5g

10g

Áreas (unidades arbitrarias)

192852.5

323941.5

350212

385154

390988.5

142089

81486

103215

96486

110664

107814

26442

58081.5

56845

53037

87779

76451.5

51592

56847.5

51905

91542

56318

43125

30700

935621.5

993576.5

988761

1071440

924553

843031

111985

129827.5

137915

130552

115606.5

88890

206472.5

163811.5

189005

122714

100746.5

94895



		Butanoato de metilo		Butanoato de metilo		Butanoato de metilo		Butanoato de metilo		Butanoato de metilo		Butanoato de metilo

		Butanoato de etilo		Butanoato de etilo		Butanoato de etilo		Butanoato de etilo		Butanoato de etilo		Butanoato de etilo

		Butanoato de isoamilo		Butanoato de isoamilo		Butanoato de isoamilo		Butanoato de isoamilo		Butanoato de isoamilo		Butanoato de isoamilo

		Octanoato de etilo		Octanoato de etilo		Octanoato de etilo		Octanoato de etilo		Octanoato de etilo		Octanoato de etilo



0.3g

0.6g

1g

2.5g

5g

10g

Áreas (unidades arbitrarias)

58255.5

54916

51441

53686

74955.5

0

75098.5

83906.5

95674

91105

97068.5

60885

227455.5

232408.5

254775

233141

227940

199853

232129.5

246969

297898

246584

312764

223716



		Ác. Butanoico		Ác. Butanoico		Ác. Butanoico		Ác. Butanoico		Ác. Butanoico		Ác. Butanoico

		Ác. 3-metilbutanoico		Ác. 3-metilbutanoico		Ác. 3-metilbutanoico		Ác. 3-metilbutanoico		Ác. 3-metilbutanoico		Ác. 3-metilbutanoico

		Ác. Hexanoico		Ác. Hexanoico		Ác. Hexanoico		Ác. Hexanoico		Ác. Hexanoico		Ác. Hexanoico

		Ác. Octanoico		Ác. Octanoico		Ác. Octanoico		Ác. Octanoico		Ác. Octanoico		Ác. Octanoico

		Ác. Decanoico		Ác. Decanoico		Ác. Decanoico		Ác. Decanoico		Ác. Decanoico		Ác. Decanoico



0.3g

0.6g

1g

2.5g

5g

10g

Áreas (unidades arbitrarias)

921967

1017936

892047

921023

1233839.5

2019196

74172

101756

93587

96855

95209.5

197769

663692.5

826848

791268

850909

1189028

2051674

88016

136920.5

147074

191915

236454.5

413839

32648.5

70554

92183

110908

106944.5

131069



		propanona		propanona

		2-butanona		2-butanona

		2-pentanona		2-pentanona

		2-hexanona		2-hexanona

		2-heptanona		2-heptanona

		2-nonanona		2-nonanona



5 g

10 g

Áreas (unidades arbitrarias)

354000

409000

22000

24000

493000

503000

25000

26000

258000

253000

123000

145000



		2-propanol		2-propanol

		Etanol		Etanol

		2-butanol		2-butanol

		metil 1-propanol		metil 1-propanol

		2-pentanol		2-pentanol

		3-metil 1-butanol		3-metil 1-butanol

		2-heptanol		2-heptanol

		2-nonanol		2-nonanol



5 g

10 g

Áreas (unidades arbitrarias)

221000

206000

1915000

1963000

67000

72000

24000

15000

11000

7000

30000

33000

184000

185000

148000

163000



		Butanoato de etilo		Butanoato de etilo

		Hexanoato de etilo		Hexanoato de etilo

		Butanoato de isoamilo		Butanoato de isoamilo



5 g

10 g

Áreas (unidades arbitrarias)

1543000

1428000

13000

16000

80000

95000



		Ác. Etanoico		Ác. Etanoico

		Ác. Butanoico		Ác. Butanoico

		Ác. 3-metil butanoico		Ác. 3-metil butanoico

		Ác. Hexanoico		Ác. Hexanoico

		Ác. Octanoico		Ác. Octanoico

		Ác. Decanoico		Ác. Decanoico

		Ác. Dodecanoico		Ác. Dodecanoico



5 g

10 g

Áreas (unidades arbitrarias)

857000

770000

655000

628000

167000

187000

309000

288000

120000

107000

53000

45000

8000

6000



		Grafico AI.IV.25





		1min		1min		1min		1min		1min

		5min		5min		5min		5min		5min

		15min		15min		15min		15min		15min

		30min		30min		30min		30min		30min



2-propanona

2-pentanona

2-heptanona

2-nonanona

8-nonen 2-ona

tiempo

Areas (unidades arbitrarias)

110329

2552575

1047532

221403

70840

159668

3369395

3613746

1009777

263552

161575

2855903

5618158

2638625

654885

169431

2314794

4443809

4307227

1009192



		1min		1min		1min		1min

		5min		5min		5min		5min

		15min		15min		15min		15min

		30min		30min		30min		30min



2-butanona

2-hexanona

2-octanona

2-undecanona

tiempo

Areas (unidades arbitrarias)

26026

35595

9983

11215

26811

87369

43315

45594

24050

87760

97117

112044

19992

55883.5

122506

220337.5



		1min		1min		1min		1min		1min

		5min		5min		5min		5min		5min

		15min		15min		15min		15min		15min

		30min		30min		30min		30min		30min



2-propanona

2-butanona

2-pentanona

2-octanona

2-undecanona

tiempo

Areas (unidades arbitrarias)

52123

55800

34535

0

0

84731

56013

86157

0

6693

100122

39799

102807

5894

14263

129606

50053

115039

18513

47777



		1min		1min		1min

		5min		5min		5min

		15min		15min		15min

		30min		30min		30min



2-heptanona

2-nonanona

8-nonen 2-ona

tiempo

Areas (unidades arbitrarias)

130777

36962

98202

613571

238733

294673

1081871

451790

407437

2193265

1301225

871608



		5min.		5min.		5min.		5min.

		15min.		15min.		15min.		15min.

		30min.		30min.		30min.		30min.



2-pentanona

2-heptanona

2-nonanona

8-nonen 2-ona

tiempo

Areas (unidades arbitrarias)

576850

660531.5

305949.25

628178.5

592335.5

1352611.5

590951.25

1312548

788846.5

1960299

1013213.5

1456373



		5min.		5min.		5min.		5min.		5min.

		15min.		15min.		15min.		15min.		15min.

		30min.		30min.		30min.		30min.		30min.



2-propanona

2-butanona

2-hexanona

2-octanona

2-undecanona

tiempo

Areas (unidades arbitrarias)

297800

57590.5

10121.5

119000

22980

273875

54468

20645

126464.75

28678.25

257747.25

69356.5

28351

143400.5

44275.5



		Grafico A.IV.26





		1min		1min		1min		1min		1min		1min		1min		1min		1min

		5min		5min		5min		5min		5min		5min		5min		5min		5min

		15min		15min		15min		15min		15min		15min		15min		15min		15min

		30min		30min		30min		30min		30min		30min		30min		30min		30min



Etanol

2-butanol

2-metil 1-propanol

2-pentanol

1-butanol

2-heptanol

2-nonanol

2,3-butanodiol

2-feniletanol

tiempo

Areas (unidades arbitrarias)

56484

0

59343

0

0

0

0

0

0

74445

9492

89306

17512

0

23455

10582

0

0

70965

14714

83029

25073

14725

44668

23554

5829

7714

119663

30251

76754

43204

35549

98684

73108

28585

23994



		1min		1min

		5min		5min

		15min		15min

		30min		30min



2-propanol

3-metil 1-butanol

tiempo

Areas (unidades arbitrarias)

267934

314088

416025

854800

412889

1054768

285121

928111



		5min.		5min.		5min.		5min.		5min.		5min.		5min.

		15min.		15min.		15min.		15min.		15min.		15min.		15min.

		30min.		30min.		30min.		30min.		30min.		30min.		30min.



2-metil 1-propanol

1-butanol

2-hexanol

2-octanol

1-hexanol

2-nonanol

2-feniletilalcohol

tiempo

Areas (unidades arbitrarias)

67034

192759

24160

5860

15126.75

27157.5

0

53820

192306

50147.5

16877.5

41493.25

66537.75

23537

55963.5

271588

16576

40080.5

54884.5

130304

40175.5



		5min.		5min.		5min.		5min.		5min.		5min.

		15min.		15min.		15min.		15min.		15min.		15min.

		30min.		30min.		30min.		30min.		30min.		30min.



2-propanol

Etanol

2-pentanol

3-metil 1-butanol

2-heptanol

2,3-butanodiol

tiempo

Areas (unidades arbitrarias)

274153

2925144.5

470391

614196

227863.75

111753.25

221753.5

2961461.5

489104

607760.5

461852

196179.5

285651.5

3705356.5

486301

696674.75

735494.25

212017.75



		5min.		5min.		5min.		5min.		5min.		14869

		15min.		15min.		15min.		15min.		15min.		11942

		30min.		30min.		30min.		30min.		30min.		0



1-propanol

1-butanol

2-hexanol

1-hexanol

2,3-butanodiol

2-metil 1-propanol

tiempo

Areas (unidades arbitrarias)

191744

61369

96174

16429

120732

148846

52410

175816

47862

139498

112568

50443

41207

58499

190114



		5min.		5min.		5min.		5min.		5min.		5min.		5min.

		15min.		15min.		15min.		15min.		15min.		15min.		15min.

		30min.		30min.		30min.		30min.		30min.		30min.		30min.



2-propanol

Etanol

2-pentanol

3-metil 1-butanol

2-heptanol

2-octanol

2-nonanol

tiempo

Areas (unidades arbitrarias)

713587

707241

1934247

128062

1427278

47053

161087

560169

679186

1265559

85221

2392755

165086

592551

610807

660597

1127964

335356

1835402

265928

887173



		Grafico A.IV.27





		1min		1min		1min		1min

		5min		5min		5min		5min

		15min		15min		15min		15min

		30min		30min		30min		30min



Butanoato de etilo

Hexanoato de etilo

Butanoato de isoamilo

Octanoato de etilo

tiempo

Areas (unidades aribitrarias)

17934

0

73885

13167

57321

7999

140724

39892

64274

16627

210377

89454

62311

35073

291770

167054



		5min.		5min.		5min.		5min.		5min.		23178.5

		15min.		15min.		15min.		15min.		15min.		23952.5

		30min.		30min.		30min.		30min.		30min.		41521



Acetato de etilo

Hexanoato de metilo

Butanoato de isoamilo

Octanoato de etilo

Hexanoato de isoamilo

Butanoato de metilo

tiempo

Areas (unidades arbitrarias)

358919

10561.5

50832.5

68664.25

16642

345124.5

78428

128658

198357

46556

356047

59970.5

255097.5

401996

88802



		5min.		5min.

		15min.		15min.

		30min.		30min.



Butanoato de etilo

Hexanoato de etilo

tiempo

Areas (unidades arbitrarias)

1370002

1241825.75

1805849.5

3056018.5

2244536.5

5549095



		5min.		5min.		5min.		5min.		5min.		5min.

		15min.		15min.		15min.		15min.		15min.		15min.

		30min.		30min.		30min.		30min.		30min.		30min.



Acetato de etilo

Butanoato de metilo

Butanoato de etilo

Butanoato de isoamilo

Hexanoato de isopropilo

Hexanoato de isoamilo

tiempo

Areas (unidades arbitrarias)

44903

510369

815697

134323.5

77764

83918.5

38795

416153

627151

396334

317509

138977

40726

373467

521863

432347

532795

242755



		5min.		5min.		5min.

		15min.		15min.		15min.

		30min.		30min.		30min.



Hexanoato de metilo

Hexanoato de etilo

Octanoato de etilo

tiempo

Areas (unidades arbitrarias)

1396766

1738293

151001

2149753

4488422

595963

1459777

4059544

998463



		Gráfico A.IV.28





		1min		1min		1min		1min		1min		1min

		5min		5min		5min		5min		5min		5min

		15min		15min		15min		15min		15min		15min

		30min		30min		30min		30min		30min		30min



Ac. Etanoico

Ac. Propanoico

Ac. 2-metil propanoico

Ac. 3-metil butanoico

Ac. Decanoico

Ac. Dodecanoico

tiempo

Areas (unidades arbitrarias)

78418

12940

17688

11777

33743

5705

131421

33373

70519

46349

88874

14207

163962

99737

181053

54576

149513

16905

357411.5

116513.5

311436

95618

394132.5

46711



		1min		1min		1min

		5min		5min		5min

		15min		15min		15min

		30min		30min		30min



Ac. Butanoico

Ac. Hexanoico

Ac. Octanoico

tiempo

Areas (unidades arbitrarias)

554425

203712

64840

1579474

737706

193161

1755777

1240845

317849

2890334

3246049.5

935084.5



		5min.		5min.		5min.		5min.		5min.		5min.

		15min.		15min.		15min.		15min.		15min.		15min.

		30min.		30min.		30min.		30min.		30min.		30min.



Ac. 2-metilpropanoico

Ac. 3-metilbutanoico

Ac. Pentanoico

Ac. Heptanoico

Ac. Octanoico

Ac. Decanoico

tiempo

Areas (unidades arbitrarias)

39569.5

174707.5

25964.5

7959.25

194097.5

54805.5

57045.5

344930.25

86684.5

23053

508901.75

105280.5

59256

245604.75

65388

26785.5

532122.5

126148



		5min.		5min.

		15min.		15min.

		30min.		30min.



Ac. Butanoico

Ac. Hexanoico

tiempo

Areas (unidades arbitrarias)

4732621

1987480

6368509.25

4542864.25

5938203.5

4325290.75



		5min.		5min.		5min.		5min.

		15min.		15min.		15min.		15min.

		30min.		30min.		30min.		30min.



Ac. 2-metil propanoico

Ac. Pentanoico

Ac. Heptanoico

Ac. Dodecanoico

tiempo

Areas (unidades arbitrarias)

78502

17749

11820

0

96915

41317.5

34820

30676

68065.5

51746.5

61543

60069.5



		5min.		5min.		5min.		5min.		5min.

		15min.		15min.		15min.		15min.		15min.

		30min.		30min.		30min.		30min.		30min.



Ac. Butanoico

Ac. 3-metil butanoico

Ac. Hexanoico

Ac. Octanoico

Ac. Decanoico

tiempo

Areas (unidades arbitrarias)

2723572

651910.5

1998195

306654.5

97513

4889938

1052147.5

4605268

1052730.5
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Hoja1

		2-propanona		2-propanona

		2-pentanona		2-pentanona

		2-heptanona		2-heptanona

		2-nonanona		2-nonanona

		8-nonen 2-ona		8-nonen 2-ona

		2-undecanona		2-undecanona



T=40ºC

T=60ºC

Áreas (unidades arbitrarias)

185634

40000

734177

113517

3810961

741871

1973106

2136213

449953

1506602

82518

333157



Hoja2

		Butanoato de etilo		Butanoato de etilo

		Butanoato de isoamilo		Butanoato de isoamilo

		Octanoato de etilo		Octanoato de etilo



T=40ºC

T=60ºC

Áreas (unidades arbitrarias)

81240

39340

202052

531556

861769

288071



Hoja3

		Ác. Butanoico		Ác. Butanoico

		Ác. 3-metilbutanoico		Ác. 3-metilbutanoico

		Ác. Hexanoico		Ác. Hexanoico

		Ác. Octanoico		Ác. Octanoico

		Ác. Decanoico		Ác. Decanoico



T=40ºC

T=60ºC

Áreas (unidades arbitrarias)

1022635

5597351

288492

411735

1276961

6673808

377362

5733103

129152

3184013



Hoja4

		2-propanol+EtOH		2-propanol+EtOH

		2-pentanol		2-pentanol

		3-metil 1-butanol		3-metil 1-butanol

		2-heptanol		2-heptanol

		2-nonanol		2-nonanol



T=40ºC

T=60ºC

Áreas (unidades arbitrarias)

168579

128515

37153

18072

895828

237309

126622

31907

286530

183489



Hoja5

		2-propanona		2-propanona		2-propanona

		2-pentanona		2-pentanona		2-pentanona

		2-heptanona		2-heptanona		2-heptanona

		2-nonanona		2-nonanona		2-nonanona

		8-nonen 2-ona		8-nonen 2-ona		8-nonen 2-ona

		2-undecanona		2-undecanona		2-undecanona



3hs

5hs

7hs

Áreas (unidades arbitrarias)

203240

357966

352388

2068539

4927453

4649705

6010383

9820419

9576899

2206401

4497673

5985936

542534

1310910

1677390

63000

106114

124695



Hoja6

		2-propanol		2-propanol		2-propanol

		2-butanol		2-butanol		2-butanol

		2-pentanol		2-pentanol		2-pentanol

		3-metil 1-butanol		3-metil 1-butanol		3-metil 1-butanol

		2-heptanol		2-heptanol		2-heptanol

		2-nonanol		2-nonanol		2-nonanol



3hs

5hs

7hs

Áreas (unidades arbitrarias)

111576

83680

57529

26800

12129

11365

33103

28469

28689

863951

542909

440871

97992

72459

69522

254213

195165

180261



Hoja7

		Butanoato de etilo		Butanoato de etilo		Butanoato de etilo

		Butanoato de isoamilo		Butanoato de isoamilo		Butanoato de isoamilo

		Octanoato de etilo		Octanoato de etilo		Octanoato de etilo



3hs

5hs

7hs

Áreas (unidades arbitrarias)

68044

52958

41857

167135

169033

147888

623458

256401

269866



Hoja8

		Ác. Butanoico		Ác. Butanoico		Ác. Butanoico

		Ác. 3-metilbutanoico		Ác. 3-metilbutanoico		Ác. 3-metilbutanoico

		Ác. Hexanoico		Ác. Hexanoico		Ác. Hexanoico

		Ác. Octanoico		Ác. Octanoico		Ác. Octanoico

		Ác. Decanoico		Ác. Decanoico		Ác. Decanoico



3hs

5hs

7hs

Áreas (unidades arbitrarias)

692370

669492

726218

325583

120038

122206

752010

698225

681492

235718

190349

150849

76992

77574

77890



Hoja9

		2-pentanona		2-pentanona		2-pentanona		2-pentanona		2-pentanona

		2-heptanona		2-heptanona		2-heptanona		2-heptanona		2-heptanona

		2-nonanona		2-nonanona		2-nonanona		2-nonanona		2-nonanona

		8-nonen 2-ona		8-nonen 2-ona		8-nonen 2-ona		8-nonen 2-ona		8-nonen 2-ona



5min

10min

15min

30min

60min

Áreas (unidades arbitrarias)

68419

72240

76140

74177

77550

529651

734743

673903

637174

666554

188064

238133

239485

284436

287228

296193

291294

287112

363537

408002



Hoja10

		2-propanol		2-propanol		2-propanol		2-propanol		2-propanol

		Etanol		Etanol		Etanol		Etanol		Etanol

		2-metil 1-propanol		2-metil 1-propanol		2-metil 1-propanol		2-metil 1-propanol		2-metil 1-propanol

		3-metil 1-butanol		3-metil 1-butanol		3-metil 1-butanol		3-metil 1-butanol		3-metil 1-butanol

		2-heptanol		2-heptanol		2-heptanol		2-heptanol		2-heptanol



5min

10min

15min

30min

60min

Áreas (unidades arbitrarias)

306060

351606

368274

364833

386878

81502

84867

86890

109858

76522

70414

79032

77882

82007

64818

688317

734743

799944

791350

798756

16043

20057

20040

21174

24165



		Butanoato de etilo		Butanoato de etilo		Butanoato de etilo		Butanoato de etilo		Butanoato de etilo

		Butanoato de isoamilo		Butanoato de isoamilo		Butanoato de isoamilo		Butanoato de isoamilo		Butanoato de isoamilo

		Octanoato de etilo		Octanoato de etilo		Octanoato de etilo		Octanoato de etilo		Octanoato de etilo



5min

10min

15min

30min

60min

Áreas (unidades arbitrarias)

27881

25588

34500

30914

25316

73417

82104

75328

67901

71194

36412

40248

46212

52780

51007



		Ác. Butanoico		Ác. Butanoico		Ác. Butanoico		Ác. Butanoico		Ác. Butanoico

		Ác. 3-metilbutanoico		Ác. 3-metilbutanoico		Ác. 3-metilbutanoico		Ác. 3-metilbutanoico		Ác. 3-metilbutanoico

		Ác. Hexanoico		Ác. Hexanoico		Ác. Hexanoico		Ác. Hexanoico		Ác. Hexanoico

		Ác. Octanoico		Ác. Octanoico		Ác. Octanoico		Ác. Octanoico		Ác. Octanoico



5min

10min

15min

30min

60min

Áreas (unidades arbitrarias)

213266

622633

583252

573490

405272

28624

27480

29124

25215

20694

248056

230104

232885

265938

198109

30441

28513

49597

57097

33272



		2-propanona		2-propanona		2-propanona		161767		151202		259603

		2-pentanona		2-pentanona		2-pentanona		140160		108980		1755485

		2-heptanona		2-heptanona		2-heptanona		2476877		2102397		5901242

		2-nonanona		2-nonanona		2-nonanona		1471497		1558167.5		2167012

		8-nonen 2-ona		8-nonen 2-ona		8-nonen 2-ona		667525		851579.5		1455872



0.3g

0.6g

1g

2.5g

5g

10g

Áreas (unidades arbitrarias)

65463

89861.5

126054

98214

108369.5

133040

1967932

2281988

2448071

1444214

1557616

1803522

714844.5

792222.5

739868



		2-propanol		2-propanol		2-propanol		2-propanol		2-propanol		2-propanol

		Etanol		Etanol		Etanol		Etanol		Etanol		Etanol

		2-metil 1-propanol		2-metil 1-propanol		2-metil 1-propanol		2-metil 1-propanol		2-metil 1-propanol		2-metil 1-propanol

		2-pentanol		2-pentanol		2-pentanol		2-pentanol		2-pentanol		2-pentanol

		3-metil 1-butanol		3-metil 1-butanol		3-metil 1-butanol		3-metil 1-butanol		3-metil 1-butanol		3-metil 1-butanol

		2-heptanol		2-heptanol		2-heptanol		2-heptanol		2-heptanol		2-heptanol

		2-nonanol		2-nonanol		2-nonanol		2-nonanol		2-nonanol		2-nonanol



0.3g

0.6g

1g

2.5g

5g

10g

Áreas (unidades arbitrarias)

192852.5

323941.5

350212

385154

390988.5

142089

81486

103215

96486

110664

107814

26442

58081.5

56845

53037

87779

76451.5

51592

56847.5

51905

91542

56318

43125

30700

935621.5

993576.5

988761

1071440

924553

843031

111985

129827.5

137915

130552

115606.5

88890

206472.5

163811.5

189005

122714

100746.5

94895



		Butanoato de metilo		Butanoato de metilo		Butanoato de metilo		Butanoato de metilo		Butanoato de metilo		Butanoato de metilo

		Butanoato de etilo		Butanoato de etilo		Butanoato de etilo		Butanoato de etilo		Butanoato de etilo		Butanoato de etilo

		Butanoato de isoamilo		Butanoato de isoamilo		Butanoato de isoamilo		Butanoato de isoamilo		Butanoato de isoamilo		Butanoato de isoamilo

		Octanoato de etilo		Octanoato de etilo		Octanoato de etilo		Octanoato de etilo		Octanoato de etilo		Octanoato de etilo



0.3g

0.6g

1g

2.5g

5g

10g

Áreas (unidades arbitrarias)

58255.5

54916

51441

53686

74955.5

0

75098.5

83906.5

95674

91105

97068.5

60885

227455.5

232408.5

254775

233141

227940

199853

232129.5

246969

297898

246584

312764

223716



		Ác. Butanoico		Ác. Butanoico		Ác. Butanoico		Ác. Butanoico		Ác. Butanoico		Ác. Butanoico

		Ác. 3-metilbutanoico		Ác. 3-metilbutanoico		Ác. 3-metilbutanoico		Ác. 3-metilbutanoico		Ác. 3-metilbutanoico		Ác. 3-metilbutanoico

		Ác. Hexanoico		Ác. Hexanoico		Ác. Hexanoico		Ác. Hexanoico		Ác. Hexanoico		Ác. Hexanoico

		Ác. Octanoico		Ác. Octanoico		Ác. Octanoico		Ác. Octanoico		Ác. Octanoico		Ác. Octanoico

		Ác. Decanoico		Ác. Decanoico		Ác. Decanoico		Ác. Decanoico		Ác. Decanoico		Ác. Decanoico



0.3g

0.6g

1g

2.5g

5g

10g

Áreas (unidades arbitrarias)

921967

1017936

892047

921023

1233839.5

2019196

74172

101756

93587

96855

95209.5

197769

663692.5

826848

791268

850909

1189028

2051674

88016

136920.5

147074

191915

236454.5

413839

32648.5

70554

92183

110908

106944.5

131069



		propanona		propanona

		2-butanona		2-butanona

		2-pentanona		2-pentanona

		2-hexanona		2-hexanona

		2-heptanona		2-heptanona

		2-nonanona		2-nonanona



5 g

10 g

Áreas (unidades arbitrarias)

354000

409000

22000

24000

493000

503000

25000

26000

258000

253000

123000

145000



		2-propanol		2-propanol

		Etanol		Etanol

		2-butanol		2-butanol

		metil 1-propanol		metil 1-propanol

		2-pentanol		2-pentanol

		3-metil 1-butanol		3-metil 1-butanol

		2-heptanol		2-heptanol

		2-nonanol		2-nonanol



5 g

10 g

Áreas (unidades arbitrarias)

221000

206000

1915000

1963000

67000

72000

24000

15000

11000

7000

30000

33000

184000

185000

148000

163000



		Butanoato de etilo		Butanoato de etilo

		Hexanoato de etilo		Hexanoato de etilo

		Butanoato de isoamilo		Butanoato de isoamilo



5 g

10 g

Áreas (unidades arbitrarias)

1543000

1428000

13000

16000

80000

95000



		Ác. Etanoico		Ác. Etanoico

		Ác. Butanoico		Ác. Butanoico

		Ác. 3-metil butanoico		Ác. 3-metil butanoico

		Ác. Hexanoico		Ác. Hexanoico

		Ác. Octanoico		Ác. Octanoico

		Ác. Decanoico		Ác. Decanoico

		Ác. Dodecanoico		Ác. Dodecanoico



5 g

10 g

Áreas (unidades arbitrarias)

857000

770000

655000

628000

167000

187000

309000

288000

120000

107000

53000

45000

8000

6000



		Grafico AI.IV.25





		1min		1min		1min		1min		1min

		5min		5min		5min		5min		5min

		15min		15min		15min		15min		15min

		30min		30min		30min		30min		30min



2-propanona

2-pentanona

2-heptanona

2-nonanona

8-nonen 2-ona

tiempo

Areas (unidades arbitrarias)

110329

2552575

1047532

221403

70840

159668

3369395

3613746

1009777

263552

161575

2855903

5618158

2638625

654885

169431

2314794

4443809

4307227

1009192



		1min		1min		1min		1min

		5min		5min		5min		5min

		15min		15min		15min		15min

		30min		30min		30min		30min



2-butanona

2-hexanona

2-octanona

2-undecanona

tiempo

Areas (unidades arbitrarias)

26026

35595

9983

11215

26811

87369

43315

45594

24050

87760

97117

112044

19992

55883.5

122506

220337.5



		1min		1min		1min		1min		1min

		5min		5min		5min		5min		5min

		15min		15min		15min		15min		15min

		30min		30min		30min		30min		30min



2-propanona

2-butanona

2-pentanona

2-octanona

2-undecanona

tiempo

Areas (unidades arbitrarias)

52123

55800

34535

0

0

84731

56013

86157

0

6693

100122

39799

102807

5894

14263

129606

50053

115039

18513

47777



		1min		1min		1min

		5min		5min		5min

		15min		15min		15min

		30min		30min		30min



2-heptanona

2-nonanona

8-nonen 2-ona

tiempo

Areas (unidades arbitrarias)

130777

36962

98202

613571

238733

294673

1081871

451790

407437

2193265

1301225

871608



		5min.		5min.		5min.		5min.

		15min.		15min.		15min.		15min.

		30min.		30min.		30min.		30min.



2-pentanona

2-heptanona

2-nonanona

8-nonen 2-ona

tiempo

Areas (unidades arbitrarias)

576850

660531.5

305949.25

628178.5

592335.5

1352611.5

590951.25

1312548

788846.5

1960299

1013213.5

1456373



		5min.		5min.		5min.		5min.		5min.

		15min.		15min.		15min.		15min.		15min.

		30min.		30min.		30min.		30min.		30min.



2-propanona

2-butanona

2-hexanona

2-octanona

2-undecanona

tiempo

Areas (unidades arbitrarias)

297800

57590.5

10121.5

119000

22980

273875

54468

20645

126464.75

28678.25

257747.25

69356.5

28351

143400.5

44275.5



		Grafico A.IV.26





		1min		1min		1min		1min		1min		1min		1min		1min		1min

		5min		5min		5min		5min		5min		5min		5min		5min		5min

		15min		15min		15min		15min		15min		15min		15min		15min		15min

		30min		30min		30min		30min		30min		30min		30min		30min		30min



Etanol

2-butanol

2-metil 1-propanol

2-pentanol

1-butanol

2-heptanol

2-nonanol

2,3-butanodiol

2-feniletanol

tiempo

Areas (unidades arbitrarias)

56484

0

59343

0

0

0

0

0

0

74445

9492

89306

17512

0

23455

10582

0

0

70965

14714

83029

25073

14725

44668

23554

5829

7714

119663

30251

76754

43204

35549

98684

73108

28585

23994



		1min		1min

		5min		5min

		15min		15min

		30min		30min



2-propanol

3-metil 1-butanol

tiempo

Areas (unidades arbitrarias)

267934

314088

416025

854800

412889

1054768

285121

928111



		5min.		5min.		5min.		5min.		5min.		5min.		5min.

		15min.		15min.		15min.		15min.		15min.		15min.		15min.

		30min.		30min.		30min.		30min.		30min.		30min.		30min.



2-metil 1-propanol

1-butanol

2-hexanol

2-octanol

1-hexanol

2-nonanol

2-feniletilalcohol

tiempo

Areas (unidades arbitrarias)

67034

192759

24160

5860

15126.75

27157.5

0

53820

192306

50147.5

16877.5

41493.25

66537.75

23537

55963.5

271588

16576

40080.5

54884.5

130304

40175.5



		5min.		5min.		5min.		5min.		5min.		5min.

		15min.		15min.		15min.		15min.		15min.		15min.

		30min.		30min.		30min.		30min.		30min.		30min.



2-propanol

Etanol

2-pentanol

3-metil 1-butanol

2-heptanol

2,3-butanodiol

tiempo

Areas (unidades arbitrarias)

274153

2925144.5

470391

614196

227863.75

111753.25

221753.5

2961461.5

489104

607760.5

461852

196179.5

285651.5

3705356.5

486301

696674.75

735494.25

212017.75



		5min.		5min.		5min.		5min.		5min.		14869

		15min.		15min.		15min.		15min.		15min.		11942

		30min.		30min.		30min.		30min.		30min.		0



1-propanol

1-butanol

2-hexanol

1-hexanol

2,3-butanodiol

2-metil 1-propanol

tiempo

Areas (unidades arbitrarias)

191744

61369

96174

16429

120732

148846

52410

175816

47862

139498

112568

50443

41207

58499

190114



		5min.		5min.		5min.		5min.		5min.		5min.		5min.

		15min.		15min.		15min.		15min.		15min.		15min.		15min.

		30min.		30min.		30min.		30min.		30min.		30min.		30min.



2-propanol

Etanol

2-pentanol

3-metil 1-butanol

2-heptanol

2-octanol

2-nonanol

tiempo

Areas (unidades arbitrarias)

713587

707241

1934247

128062

1427278

47053

161087

560169

679186

1265559

85221

2392755

165086

592551

610807

660597

1127964

335356

1835402

265928

887173



		Grafico A.IV.27





		1min		1min		1min		1min

		5min		5min		5min		5min

		15min		15min		15min		15min

		30min		30min		30min		30min



Butanoato de etilo

Hexanoato de etilo

Butanoato de isoamilo

Octanoato de etilo

tiempo

Areas (unidades aribitrarias)

17934

0

73885
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