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ABREVIATURAS

FAO: Food and Agriculture Organization of the United Nations
OMS: Organizacién Mundial de la Salud
IFU: Federacion Internacional de Productores de Zumos de Frutas

AlIN: Asociacion de la Industria de Zumos y Néctares de Frutas y
Vegetales de la Union Europea

ASOZUMOS: Asociaciéon Espafiola de Fabricantes de Zumos

AEAZN: Asociacion Espafiola para el Autocontrol de Zumos y Néctares
NFC: No proviene de concentrado

HPLC-PDA-MS:

IFU: Federacién Internacional de productores de zumos de frutas
AOAC: Revista de la Asociacion de Quimicos Analiticos Oficiales
HPLC: Cromatografia Liquida de Alta Resolucion

CG: Cromatografia gaseosa

IR: indice de refraccién

ELSD: Evaporativo Light Scattering Detector

HPAEC-PAD: Cromatografia de intercambio i6nico de alta eficacia con
deteccién amperométrica de pulsos.
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1. INTRODUCCION

1.1. LOS ZUMOS DE FRUTAS

Los zumos de frutas son aquellas sustancias liquidas que se extraen de
las frutas, normalmente mediante un proceso fisico (presion o exprimido de un
fruto). A nivel comercial nos podemos encontrar una gran diversidad de tipos
de zumos ya que podemos ver: zumos naturales, zumos preparados a partir
de concentrado y zumos refrigerados, ademas de encontrar también una gran
variedad respecto a las frutas de las que proceden (naranja, manzana, pifia,
melocotoén, etc.). Es un producto con un alto interés econémico ya que es muy
consumido por todo el mundo porque tiene un elevado valor nutritivo y es rico

en vitaminas y otros compuestos saludables.
1.1.1.Legislacion y tipos de zumos

La FAO y la OMS crearon en 1962 un Cddigo Alimentario (Codex
Alimentarius) para facilitar el comercio internacional de alimentos y garantizar a
los consumidores su calidad, seguridad e inocuidad. El cédigo, ampliamente
aceptado y adoptado, se ocupa de la proteccion del consumidor asi como de la
produccién y comercio de los alimentos a escala mundial, nacional, regional y
local. Uno de sus conceptos basicos es: “Un alimento para ser nutritivo debe

ser inocuo’.
Las ventajas de su aplicacién son las siguientes:

e Ayuda a que se cumpla el derecho fundamental de tener acceso a
alimentos de buena calidad, inocuos y nutritivos.

e Elimina barreras no arancelarias y artificiales al comercio, lo que permite
el acceso a los mercados a quienes producen, elaboran y comercializan
los alimentos.

e Protege la salud de los consumidores.

e Hace que las reglas sean claras para todos, con lo que: facilita la
comercializacién y el transporte de los alimentos, establece practicas
equitativas en el comercio de los alimentos y permite la normalizacion de

conceptos y puntos de calidad.
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Dentro de este Cdodigo Alimentario hay un cddigo especifico para Zumos
(CODEX STAN 247-2005) que, conforme a las disposiciones de la Comisién
del Codex Alimentarius, define lo que son los zumos y los métodos analiticos a
utilizar para asegurar la calidad y autenticidad de los zumos

(www.codexalimentarius.orq).

La legislacion de zumos vigente en la actualidad en la Unién Europea y en

Espafa esta regulada por:

Disposicion Comunitaria de directa aplicacion:

e Directiva 2001/112/CE objeto de transposicion del Consejo, de 20 de
diciembre, relativa a los zumos de frutas y otros productos similares
destinados a la alimentacion humana (Diario Oficial de la Unién
Europea, L10 del 12.01.02).

e Directiva 2009/106/CE de la Comisién, de 14 de agosto, por la que
modifica la Directiva 2001/112/CE del Consejo relativa a los zumos de
frutas y otros productos similares destinados a la alimentacion humana
(Diario Oficial de la Unién Europea, L212 del 15.08.09).

Disposiciones Nacionales:

e Real Decreto 1050/2003, de 1 de agosto, por el que se aprueba la
Reglamentacién Técnico Sanitaria de zumos de frutas y de otros
productos similares destinados a la alimentacién humana (B.O.E. n° 184
del 02.08.03).

e Real Decreto 1518/2007, de 16 de noviembre, por el que se establecen
pardmetros minimos de calidad en zumos de frutas y los métodos de
analisis aplicables (B.O.E. n° 294 del 08.12.07).

e Real Decreto 462/2011, de 1 de abril, por el que se modifica el Real
Decreto 1050/2033, de 1 de agosto, por el que se aprueba la
Reglamentacion técnico-sanitaria de zumos de frutas y de otros
productos similares, destinados a la alimentacion humana (B.O.E. n° 85
de 09.04.11).


http://www.codexalimentarius.org/
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Segun el Cdodigo Alimentario de Zumos (CODEX STAN 247-2005) y el
Real Decreto 1050/2003, se pueden definir los tipos de zumos que podemos

encontrar en el mercado como:

e Zumo de fruta: Liquido sin fermentar, pero fermentable, que se obtiene
de la parte comestible de frutas en buen estado, debidamente maduras y
frescas o frutas que se han mantenido en buen estado por
procedimientos adecuados, inclusive por tratamientos de superficie

aplicados después de la cosecha.

e Zumo de concentrado de fruta: producto obtenido a partir de zumo de
frutas de una o varias especies, por eliminacion fisica de una parte
determinada del agua. Cuando el producto esté destinado al consumo

directo, dicha eliminacién sera de al menos un 50%.

e Zumo de fruta a base de concentrado: producto obtenido mediante la
incorporacion al zumo de frutas concentrado de la cantidad de agua
extraida al zumo en el proceso de concentracion y la restitucion de los
aromas, y en su caso, la pulpa y celdillas perdidas del zumo, pero
recuperados en el proceso de produccién del zumo de frutas de que se
trate o de zumos de frutas de la misma especie. El agua afiadida debera
presentar las caracteristicas adecuadas, especialmente desde el punto
de vista quimico, microbiol6égico y organoléptico, con el fin de garantizar

las propiedades esenciales del zumo.

e Zumos de fruta deshidratado o en polvo: producto obtenido a partir de
zumo de frutas, de una o varias especies, por eliminacion fisica de la

totalidad de agua.

e Néctar de fruta: producto susceptible de fermentacion, pero no
fermentado, obtenido por adicion de agua y de azlcares y/o miel, a los
productos de zumo definidos anteriormente y al puré de frutas o a una
mezcla de estos productos. La adicion de azucares y/o miel se autoriza

en una cantidad no superior al 20% del peso total del producto acabado.
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e Puré de fruta utilizado en la elaboracién de zumos y néctares de
frutas: producto sin fermentar, pero fermentable, obtenido mediante
procedimientos como el tamizado, triturado o desmenuzado de la parte
comestible de la fruta entera o pelada sin eliminar el zumo. Podra
contener componentes restablecidos, de sustancias aromaticas y
aromatizantes volatiles; y podra afadirse pulpa y celdillas obtenidas por

procedimientos fisicos adecuados del mismo tipo de fruta.

e Puré concentrado de fruta utilizado en la elaboracion de zumos y
néctares de frutas: producto obtenido mediante la eliminacion fisica de
agua del puré de fruta en una cantidad suficiente para elevar el nivel de
grados Brix en un 50% mas que el valor Brix establecido para el zumo
reconstituido de la misma fruta. Podra contener componentes
restablecidos, de sustancias aromaticas y aromatizantes volatiles,
elementos todos ellos que deberan obtenerse por procedimientos fisicos
adecuados y proceder del mismo tipo de fruta.

La elaboracion de los zumos podra realizarse junto con sus pepitas,
semillas y pieles, que normalmente no se incorporan al zumo, aunque seran
aceptables algunas partes o componentes de pepitas, semillas y pieles que no
puedan eliminarse mediante las buenas practicas de fabricacion. Ademas,
gueda terminantemente prohibida la adicion de colorantes alimentarios en la
industria de zumos para enmascarar defectos del producto o para dar una

sensacion de calidad que éste no posee.
1.1.2. Comercializacion de zumos de fruta

En Europa los consumidores prefieren tomar el zumo sin que esté
concentrado para beberlo tal y como lo compran, sin embargo en E.E.U.U. los
consumidores prefieren el zumo concentrado y preparar ellos el zumo

afiadiendo el agua correspondiente.

Los cambios sociales en el consumo de alimentos han cambiado, el
consumidor tiende a ocupar menos tiempo en la realizacion de las comidas,

esto ha repercutido también en un aumento del consumo de zumo preparado.
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El consumidor puede encontrar en el mercado de los zumos de frutas
diversos formatos como: zumos refrigerados o0 no, zumos obtenidos
directamente de la fruta (exprimidos 100%), zumos reconstituidos a partir de

concentrados, mezclas de diversas frutas, néctares, refrescos sin gas, etc.

Existen diversas asociaciones en la industria de zumos que regulan la
calidad y especificaciones de los zumos y bebidas de frutas. A nivel
internacional es la IFU (Federacion Internacional de Productores de Zumos de
Frutas), a nivel europeo es la AIJN (Asociacion de la Industria de Zumos y
Néctares de Frutas y Vegetales de la Union Europea) y en Espafa es, desde
1978, ASOZUMOS (Asociacion Espafola de Fabricantes de Zumos) la que
integra la mayor parte de las empresas del sector, con una representatividad
sectorial estimada en mas del 80% de la produccién nacional de zumos y que
engloba diversos modelos de negocio como transformadores de fruta,
envasadores y comercializadores tanto de marcas propias como de marcas
blancas. Ademas, de acuerdo con el modelo vigente en la mayoria de los
paises europeos, Espafia cuenta con la Asociacion Espafiola para el
Autocontrol de Zumos y Néctares (AEAZN) que se ocupa de fomentar la libre y
leal competencia entre las empresas del sector mediante el control de la
autenticidad y calidad de sus productos y lucha contra el fraude y la

adulteracion.
Comercializacién a nivel mundial

A nivel global, los zumos de frutas y el mercado de néctares registré6 una
disminucién marginal en el afio 2011, influenciada por una fuerte caida de la

demanda en América del Norte y en el este de Europa.

La Tabla 1.1 recoge los datos de consumo de zumos de frutas y néctares
de los mayores mercados en 2011, segun la AIJN. El consumo total de zumos
de frutas y néctares de los mayores mercados en 2011 fue de 34.719 millones
de litros, de los cuales, la UE 27 consume 10.771 millones de litros, el oeste de
Europa 9.831 millones de litros y el norte de América 9.755 millones de litros

(www.aijn.orq).



http://www.aijn.org/

Andlisis del perfil de aztcares en la autentificacion de zumos de frutas
Introduccion

Tabla 1.1. Consumo de zumo y néctar de los mayores mercados en 2011

(www.aijn.org).
Region Millones de litros

Este de Europa 5.568
Latino América 3.404
Norte América 9.755
Oeste de Europa 9.831
Asia pacifica 6.815
Africa y Oriente medio 3.576
Total 23.948

UE 27 10.771

Los 10 principales paises consumidores a nivel mundial de zumos y
néctares son: Estados Unidos, Alemania, China, Rusia, Francia, Japén, Reino
Unido, Espafa, Canada y Méjico, y suponen un 62% del consumo total

mundial.
Comercializacién en Europa

El consumo de zumos de frutas y néctares en Europa fue de 10,7 millones
de litros en el afio 2011como se muestra en la Tabla 1.2. Si se incluyen
Turquia, Noruega y Suiza las ventas aumentan a 11,8 millones de litros,
impulsadas por el aumento en el consumo de zumos y néctares sobre todo en

Turquia.

El aumento de precio en las materias primas, los costes logisticos y el
aumento de los precios de concentrado condujo a un aumento de los precios al
por menor, llevando a muchos consumidores a racionalizar sus decisiones de

compra.
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En ciertos paises de la UE como Francia y el Reino Unido hay una
tendencia a la calidad. En 2011 se sufrié un cambio en la forma de compra de
los consumidores en estos dos paises ya que el consumidor mir6 mas el
producto de primera calidad y el zumo no proveniente de concentrado. Parece
gque hay una demanda creciente de la calidad sobre la cantidad y los
consumidores estan preparados a pagar los beneficios de un zumo de alta

calidad.

En la Tabla 1.2 podemos ver los cinco principales paises consumidores
de zumos y néctares de la Union Europea durante 2011, éstos paises fueron:
Alemania con un consumo de 2.733 millones de litros, lider absoluto del total
consumido en la Unién Europea; Francia con un consumo de 1.713 millones de
litros, Reino Unido con 1.369 millones de litros, Espafia con 1.068 millones de

litros e Italia con 0.808 millones de litros.

Tabla 1.2. Consumo zumos y néctares de los principales paises de la UE en

2011 (www.aijn.org).
Pais Millones de litros

Alemania
Francia
Reino Unido
Espafia

ltalia

Resto de paises

Total

Con respecto al consumo per capita podemos ver en la Tabla 1.3 como
destaca Alemania como mayor consumidor con 38,9 litros por persona, seguido
de Finlandia con 31,4 litros por persona; Austria con 28,5 litros por persona;
Paises bajos con 27,9 litros por persona y Suecia con 27,5 litros por persona.
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Tabla 1.3. Consumo per capita de zumos y néctares de los principales paises de la UE

en 2011(www.aijn.org).

Pais Poblacion (millén) Litros por persona

Alemania
Finlandia
Austria
Paises bajos

Suecia

La Figura 1.1 muestra la evolucion desde 1989 del consumo de zumos y
néctares en la Unidn Europea y la prevision estimada hasta 2017. En la Figura
1.1 vemos un crecimiento del consumo hasta 2006. A partir de 2006 empez6 a
disminuir ligeramente el consumo hasta 2012 y, de 2012 a 2017 se prevé un

mantenimiento del consumo.

Total EU frult juice and nectar consumption 1888-2017Te
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Figura 1.1. Evolucion del consumo de zumos y néctares en la Unidn Europea (www.aijn.org).

Entre los zumos de frutas comerciales el zumo de naranja es el mas
consumido por lo que su importancia a nivel econdmico es muy destacada.
Entre los paises productores destaca Brasil ya que suministra el 80% 6 90% de

la demanda de zumo de naranja en la UE.
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Normalmente los zumos importados a la UE provienen de concentrado, a
los cuales se les disminuye el volumen mediante procesos fisicos eliminandole
el agua y asi se facilita el transporte, los costes son menores y preservan mejor
sus propiedades. Una vez que el zumo concentrado llega a la industria ésta se
encarga de reconstituir el zumo afiadiéndole el agua que ha sido eliminada
anteriormente.

Juice imports into EU (000 tonnes FC & NFC orange)

900

800 -
700 -
600 B
500 B
400 B
300 B
200 B
100 H I—I -
0 Il i e e ——

Figura 1.2. Importaciones a la UE de zumos de fruta concentrados (FC) y no concentrados

(NFC) (www.aijn.orq).

Orange FC
Pineapple
Apple
Grapefruit
Passionfruit
Mango
Cranberry
Peach
Guava
Orange NFC

Como se observa en la Figura 1.2 y como ha hemos comentado
anteriormente en la UE en general las importaciones de zumos de frutas son en
forma de zumos concentrados. Tan solo en el caso de la naranja se importa
zumo no concentrado. El zumo mas importando con una gran diferencia es el

zumo de naranja proveniente de concentrado y de no concentrado.

En la Figura 1.3 se pueden ver las cantidades de los diferentes zumos de
frutas que se importan a Espafia y de qué paises provienen. Todos los zumos
provienen de concentrado menos alguno de naranja que se refleja en el dibujo
como NFC (no proviene de concentrado).

10
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India &
Pakistan
Mexico . 2
9
Thailand
Costa
Rica &
97
Kenya
Ecuador 13
; ‘
Juice concentrate imports into EU (‘000 tonnes)
@ Orange 830 Grapefruit 100 ® Peach 14
Pineapple 233 @ Passionfruit 25 Guava 12
@® Apple 228 Mango 20 @ Cranberry 10

Figura 1.3. Flujos de importacion de diferentes zumos de frutas (toneladas)

(www.aijn.org).

El principal pais exportador (Figura 1.4) de zumo de naranja a la UE es
Brasil con el 80% 6 90%, seguido de Estados Unidos con el 7% y por ultimo

Méjico e Israel con el 1%.

Orange juice — EU imports

Total 1,607,000 tonnes

4

Brazil 90% W Israel 1%
B USA7% B Others 1%
B Mexico 1%

Figura 1.4. Paises exportadores de zumo de naranja a la UE (www.aijn.org).

11
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En el caso del zumo de manzana el pais que mayor cantidad exporta a la
UE (Figura 1.5) es china con el 50% del volumen total seguido de Turquia con
el 23%.

Apple juice - EU imports
Total 228,000 tonnes

®

B China 50% Moldova 8%
Turkey 23% B Cthers 19%

Figura 1.5. Paisesexportadores de zumo de manzana a la UE (www.aijn.orq).

Respecto a la pifia (Figura 1.6) el principal pais exportador es Costa Rica
con el 42% del volumen total, le sigue Tailandia con el 36% y por ultimo esta

Kenia con un 5%.

Pineapple juice - EU imports

Total 232,000 tonnes

B Costa Rica Kenya 5%
42% B Others 17%
B Thailand 36%

Figura 1.6. Paises exportadores de zumo de pifia a la UE (www.aijn.orq).

12
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Comercializacion en Espafia

En los Ultimos afios se ha experimentado un descenso en el consumo de
zumo debido a la gravedad de la situacion econdémica que Espafia esta
viviendo. Sobre todo ha afectado al consumo de zumos refrigerados y al
consumo de zumos en locales. Se ha producido un aumento del consumo de

zumos recién exprimidos y estos consumidores renuncian el zumo en vasado.

El zumo de naranja es el mas consumido en Espafia y es el mas
segmentado en términos de: no proviene de concentrado/proviene de

concentrado, con pulpa/sin pulpa o refrigerado/no refrigerado.

En la Tabla 1.4 se muestra el volumen de zumos de frutas y néctares
consumidos en Espafia entre 2007 y 2011, el volumen consumido de zumo de
frutas fue ligeramente inferior al de afios anteriores suponiendo una
disminucion del 6% y el volumen consumido de néctares fue ligeramente
superior al de afios anteriores con un aumento del 0,3% respecto a la campafna
de 2010. La Tabla 1.4 muestra ademas la procedencia y el modo de

conservacion del producto comercial.

13
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Tabla 1.4. Evolucion del consumo de zumos de frutas y néctares en Espafia (www.aijn.org).
ZUMO DE FRUTAS (100%)

Volumen, millones de litros

%cambio
Total Zumo de frutas
-6,0%
Ambiente:

De concentrado

No de concentrado

(exprimido)
Refrigerado:
De concentrado

No de concentrado

(exprimido)

NECTARES (25-99% DE ZUMO CONTENIDO)

Volumen, millones de litros 2007 2008 2009 2010 2011 %cambio

Total Zumo de frutas 588 585 580 51e15) 587 0,3%

Ambiente

Refrigerado

Respecto a los zumos de frutas conservados a temperatura ambiente,
destaca la disminucion del consumo de zumos procedentes de concentrado y
el aumento del consumo de los zumos exprimidos, aunque el consumo de este

todavia sea bastante inferior al de los zumos provenientes de concentrado.

En cuanto a los néctares, la tendencia mayoritaria es el consumo de los
almacenados a temperatura ambiente frente a los refrigerados.

14
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1.1.3. Frutas de los zumos mayoritariamente consumidos

Los sabores mas consumidos en la Union Europea durante el afio 2009
fueron naranja (33,8%), manzana (14,9%), mezclas (11,3%), multivitaminas
(6,6%), pifia (4,7%) y otros (28,7%).

Respecto a los sabores mas consumidos en Espafia, destacan la naranja
(26,1%), pifa (24,6%), melocotén (23,4%) y uva (7,9%). Estos sabores, a
excepcion de la naranja, son distintos a los mayoritariamente consumidos en el
resto de Europa debido al excedente que tiene nuestro pais en el cultivo de uva
y melocoton que son sabores poco consumidos en otros paises. El elevado
consumo de pifia y melocoton se debe a su dulzor, que atrae a los mas
pequefios, a diferencia del sabor de la naranja que es consumido

principalmente por adultos.
1.1.4. Beneficios de los zumos de frutas

Las plantas forman parte de la dieta humana y contienen componentes
bioactivos que pueden ejercer efectos fisiolégicos mas alla de la nutricion
promoviendo la salud humana y siendo beneficiosos. Estudios epidemiolégicos
demuestran que el consumo regular de frutas y vegetales esta asociado con la
disminucién del riesgo de padecer enfermedades cronicas como el cancer,
problemas cardiovasculares, Alzheimer, derrame cerebral, cataratas o el
empeoramiento funcional asociado a la edad (Schieber et al. 2001; Stintzing &
Carle, 2004). Los zumos son una fuente importante de vitaminas y minerales y
con su consumo podemos obtener diversos nutrientes y compuestos

funcionales necesarios para nuestro organismo.

Una estrategia nutricional surgida hace pocos afios es la denominada
zumoterapia. Basicamente se trata de consumir las frutas en forma de zumo
buscando la maxima asimilacion o disponibilidad de la gran cantidad de

vitaminas y minerales que aportan las frutas y verduras.

15



Andlisis del perfil de azlcares en la autentificacion de zumos de frutas
Introduccion

Los componentes que nos aporta el consumo de frutas en general y que
son beneficiosos para la salud de los consumidores, se pueden clasificar en:

e Agua > en general todas las frutas tienen un alto porcentaje en
torno al 90%.

e Vitaminas - las frutas son ricas en vitaminas C, acido fdlico,
vitamina B6...

e Sales minerales - potasio, magnesio y calcio.

e Hidratos de carbono - glucosa, fructosa, sacarosa, sorbitol.

e Fibra - mejora el trénsito intestinal.

e Acidos organicos > &acido citrico (accion desinfectante), malico,
oxdlico y salicilico (accion analgésica, anticoagulante vy
antiinflamatoria).

e Polifenoles = efecto antioxidante.

Los polifenoles tienen un papel beneficioso para nuestra salud debido al
efecto antioxidante que proporcionan, que previene el envejecimiento celular.
Las frutas y los vegetales constituyen una de las principales fuentes de
compuestos fendlicos en la dieta. La mayoria de estos compuestos
permanecen en los productos elaborados a base de frutas como por ejemplo

zumos o mermeladas (Garcia-Alonso, 2005).

Ademaés, los zumos de fruta tienen también un efecto nutritivo y
energético debido a la presencia de los azlcares: glucosa, fructosa y sacarosa.
En los zumos de fruta 100% generalmente no se afiaden azlcares, en otros

preparados de zumos y néctares si esta permitida la adicién de azulcares.
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1.2. AZUCARES EN LAS FRUTAS.

En todas las frutas y zumos de frutas nos vamos a encontrar
principalmente tres azucares: fructosa, glucosa y sacarosa. Los azlcares son
sélidos a temperatura ambiente, incoloros, cristalinos, dulces y solubles en
agua. Glucosa y fructosa son monosacaridos mientras que la sacarosa es un
disacarido formado por glucosa y fructosa, cuya hidrélisis rinde estos dos

monosacaridos.

La fructosa se obtiene principalmente de las frutas, razon por la que se
le conoce como “azucar de la fruta”. Es muy abundante en la uva, y también se
puede encontrar en algunas verduras y en la miel. Es el mondémero
componente de la inulina, un polisacarido de reserva de algunos vegetales que

se usa a nivel industrial como fuente de fructosa.

Este monosacarido tiene la misma formula empirica que la glucosa pero
con diferente estructura. Es una cetohexosa ya que el grupo carbonilo no se
encuentra en el extremo de la molécula, sino en el carbono 2. Su férmula

guimica segun la representacion de Fischer se muestra en la Figura 1.7.

GH;OH
¢=0
HO—C—H
H—C—OH
H—C—OH
CH,OH

Figura 1.7. Férmula de Fischer de D-fructosa

Esta molécula tiene tres carbonos asimétricos y se cicla formando un
hemicetal intra molecular entre el carbono dos y el carbono cinco, adquiriendo
la configuracidon de furanosa segun las proyecciones de Haworth. La Figura 1.8

muestra esta estructura de la D-fructosa como D-fructofuranosa.
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OH H OH H

a-D-Fructofuranose B-bD-Fructofuranose

Figura 1.8. Férmulas de proyeccion de Haworth de a-D-Fructofuranosa y 3-D-Fructofuranosa

La fructosa se disuelve en agua y es el azUcar con mayor poder
endulzante, superando a la sacarosa, por lo que, se utiliza como endulzante
natural, ya que aporta menos calorias que otros azucares como la glucosa 6 la

sacarosa para obtener el mismo dulzor.

La fructosa se usa desde los afios setenta en Estados Unidos y en la
Union Europea para endulzar refrescos. Actualmente esta presente en
diferentes cantidades en una amplia variedad de alimentos, y se ha convertido
en uno de los endulzantes mas utilizados por la industria alimentaria. Se le
puede encontrar en productos de reposteria, alimentos procesados y bebidas

refrescantes azucaradas.
Todas las frutas naturales tienen cierta cantidad de fructosa.

La glucosa es el hidrato de carbono mas elemental y esencial para la
vida, es un monosacérido con féormula CsH1206 la misma que la fructosa pero
con diferente posicién relativa de los grupos alcohol y carbonilo. Es una
aldohexosa ya que el grupo carbonilo esta en el extremo de la molécula. Es
una forma de azlcar que se encuentra libre en las frutas y en la miel. En
disolucion acuosa, la glucosa forma un hemiacetal intramolecular adquiriendo
la configuracion de un heterociclo llamado piranosa segun la proyecciéon de
Haworth. La Figura 1.9 muestra las formulas de Fisher y Haworth de la D-

glucosa. La glucosa es un azucar reductor al igual que la fructosa.
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F
Q
I
Q
b=

Figura 1.9. Férmulas de Fisher y Haworth de la D-glucosa

La glucosa es el producto de la fotosintesis, ruta biosintética de
organismos autétrofos como los vegetales y algas. En la fotosintesis se
produce glucosa a partir de diéxido de carbono con la energia de la luz del sol.
La glucosa se transforma en sacarosa en los vegetales y en almidon en

cereales y hortalizas, o en fructosa en las frutas y la miel.

La glucosa es el carbohidrato mas abundante de la naturaleza, en la
sangre se encuentra en concentraciones de un gramo por litro. Al polimerizarse
da lugar a polisacaridos con funcion energética (almidon en vegetales y
glucégeno en animales) o con funcién estructural, como la celulosa de las
plantas. Es la principal fuente de energia celular y es también fuente de

carbono en organismos heterotrofos.
Todas las frutas naturales tienen cierta cantidad de glucosa.

La sacarosa es un disacarido compuesto de glucosa y fructosa, es el
llamado azucar de mesa, se sintetiza en las plantas, pero no en animales
superiores, a diferencia de glucosa y fructosa es un azucar no reductor, puesto
gue los carbonos anoméricos de sus dos unidades monosacaridos
constituyentes se hallan unidos entre si, covalentemente mediante un enlace
O-glucosidico. Esta formado por alfa-glucopiranosa y beta-fructofuranosa. Su

no nombre quimico es:
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Beta-D-fructofuranosil-(2->1)-alfa-D-glucopirandésido

Y su férmula quimica es: (C12H22,011)

.I
1(c)
Carbono
H OH carbonilico
HOCH; o. ©
2(B)
H HO/ cH,0H
OH H

Figura 1.10. Férmula Haworth de la sacarosa.

La enzima encargada de hidrolizarla es la sacarasa, también conocida
como invertasa, la sacarosa hidrolizada es llamada también azlcar invertido. El

azucar de mesa es el edulcorante mas utilizado para endulzar los alimentos.

El sorbitol es wun polialcohol o alcohol polihidrico de azulcar.
Industrialmente el sorbitol, cuya formula empirica es CgH1406, Se obtiene por

reduccion del monosacarido mas comun, la glucosa.

CH,OH
H_ C_OH
HO—C—H
H —(:3—0H
H—C—OH
(|3H20H

Figura 1.11. Férmula de Fischer del sorbitol
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En la naturaleza el sorbitol se encuentra en cantidades apreciables en las
algas rojas vy, junto a la fructosa, la glucosa y la sacarosa, en frutos como las
peras, las manzanas, las cerezas y los melocotones (van Gorsel et al., 1992).

Es un solido higroscopico que se utiliza en la industria como humectante
para mantener diversos productos con un grado de humedad apropiado, se
utiliza en la elaboracién de alimentos, farmacos y productos quimicos. También
se usa como emulsionante en la fabricacién de pasteles y dulces para impedir
gue se separen la fase acuosa y la fase grasa en estos alimentos; el sabor
dulce relativo de la sacarosa-sorbitol es de 100-60 por lo tanto necesitaremos
una cantidad mayor de sorbitol para obtener el mismo sabor dulce que el

azucar de mesa.

El sorbitol se emplea como edulcorante en los alimentos dietéticos ya que
no se digiere. Es el edulcorante que contienen generalmente los chicles y

caramelos “sin azucar’.

El inositol no es un azucar es un alcohol ciclico, ciclohexanohexol,

relacionado quimicamente con la glucosa.

De los 9 isémeros del inositol solo el mioinositol (inositol-1,2,5-trifosfato)
tiene importancia en el metabolismo de los animales y plantas. En los vegetales
se encuentra como acido fitico y en los tejidos animales como constituyente de

los fosfolipidos de las membranas celulares.

HO OH
OH

HO
OH

Figura 1.12. Férmula del inositol.
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Caracteristicas:

e El mioinositol se admite como importante nutriente al considerarlo
segundo mensajero de los estimulos hormonales mediados por receptores y

por su funcién en la movilizacién del calcio intracelular.

e El contenido de mioinositol de los tejidos procede de la dieta y del

sintetizado endégenamente.

e No se ha demostrado que sea esencial para los humanos, pero algunos

animales necesitan que se aporte en sus dietas.
e Su deficiencia da lugar a alteraciones en el metabolismos de los lipidos.

El mioinositol se encuentra en la naranja. Debido a esto, se han realizado
estudios para determinar la composicion de hidratos de carbono en zumo de
naranja y asi proporcionar un método para evaluar la calidad del zumo de
naranja, especialmente el contenido de mioinositol y la relacidon
mioinositol/fructosa. Estos indices proporcionan informacion sobre la calidad y

la autenticidad en zumos de naranja.

A continuacién, vamos a hablar sobre los azlUcares que contienen los
zumos de naranja, manzana y pifia. El motivo de elegir estos tres zumos de

frutas ha sido porque son los mas consumidos en la actualidad.
1.2.1. Azlcares de la naranjay zumo de naranja

En el zumo de naranja, los componentes mas abundantes después del
agua son los azucares y el &cido citrico, que suman casi el total de los sélidos
solubles. En la maduracion, el contenido en azlUcares aumenta y el de acidos
disminuye. Se alcanza una relacion azucares-acido que hace la fruta sabrosa y

apetecible.

Uno de los factores primarios de calidad, en los zumos de naranja, es el
contenido en sodlidos disueltos, que varia segun la variedad, el grado de

madurez y las técnicas de cultivo.
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Los solidos solubles del zumo de naranja estdn formados,
fundamentalmente, por los azlcares reductores y no reductores y por los

acidos.

Los principales azucares, en los zumos de naranja son: sacarosa, glucosa
y fructosa, que suman alrededor del 75% de los soélidos solubles totales,
estando frecuentemente equilibrados los reductores y la sacarosa (no
reductor). En menor proporcion que los anteriores nos encontramos el
mioinositol (inositol-1,2,5-trifosfato), que es uno de los isomeros del inositol.
Como ya hemos comentado en el apartado anterior el inositol es un alcohol

ciclico, ciclohexanohexaol, relacionado quimicamente con la glucosa.

Durante el tratamiento y almacenamiento de los zumos se va hidrolizando
la sacarosa en azUcares reductores: glucosa y fructosa. Cuando la sacarosa se
hidroliza el sabor dulce aumenta porque los monosacéridos (glucosa y fructosa)

libres aportan mas dulzor que la sacarosa.

Los componentes del zumo de naranja son los que se muestran en la

siguiente Tabla 1.5:

Tabla 1.5. Componentes del zumo de naranja

Componentes Cantidad (g/100g zumo)
Agua 87,4
Azlcares reductores 52
(glucosa y fructosa)
Sacarosa 4,7
Lipidos 0,33
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1.2.2. Azlcares de la manzanay zumo de manzana

Los azucares que nos encontramos en la manzana son fructosa, glucosa,
sacarosa y sorbitol.

Entre el 12,6% y 15 % de los componentes de la manzana son hidratos
de carbono en forma de azucares. Se trata en su mayor parte de fructosa y en

menor proporcion, de glucosa y sacarosa.

La Tabla 1.6 muestra una lista de la cantidad de hidratos de carbono
simples de la manzana:

Tabla 1.6. Azlcares simples del zumo de manzana

Nutriente Cantidad (g/100g zumo)
Agua 84
Fructosa 5,74
Glucosa 2,03
Sacarosa 2,55
Lipidos 0,4

La manzana tiene unas propiedades nutritivas muy importantes ya que es
una de las frutas mas completas y enriquecedoras en la dieta. Como vemos en
la Tabla 1.6, un 84% de su composicidon es agua, por lo que resulta muy
hidratante y refrescante. Con respecto a los azucares, la mayor parte es

fructosa y en menor proporcion, glucosa y sacarosa, de rapida asimilacion en el
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organismo. Es fuente discreta de vitamina E o tocoferol y aporta una escasa
cantidad de vitamina C. Es rica en fibra, que mejora el transito intestinal.

Las extraordinarias propiedades dietéticas que se le atribuyen a esta fruta
se deben en gran medida a los elementos fitoquimicos que contiene, entre

ellos, flavonoides y quercitina, con propiedades antioxidantes.

1.2.3. Azlcares de la pifiay zumo de pifia

La Tabla 1.7 muestra una lista de la cantidad de hidratos de carbono

simples de la pifia y del zumo de pifia:

Tabla 1.7. Azlcares simples del zumo de pifia

Nutriente Cantidad (g/100g zumo)
Agua 86,5
Azucar 9,71
Fructosa 2,59
Glucosa 2,60
Sacarosa 4,51
Lipidos 0,10

Como podemos ver tiene una mayor cantidad de sacarosa, respecto a los
azucares simples. Los azucares simples (glucosa y fructosa) se presentan mas

0 menos en la misma cantidad.

El principal componente de la pifia es el agua, que constituye
aproximadamente el 86,5% de su peso. El nutriente principal de la pifia son los
hidratos de carbono simples, que suponen aproximadamente el 11% de su
peso, mientras que las proteinas y las grasas apenas estan presentes en esta

fruta.

En cuanto al contenido de vitaminas cabe destacar la presencia de

vitamina C y en menor cantidad contiene vitamina B1 y B6.
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1.2.4. Jarabes de glucosa y azucares invertidos.

Los &cidos organicos y azlcares presentes en los zumos de frutas estan
involucrados en caracteristicas muy importantes, tales como el sabor, el aroma,
la madurez y la calidad, y son indicativos de las condiciones de
almacenamiento. La determinacion de azlcares en zumos de frutas sirve como
indicadores de la autenticidad y/o de la adiciébn de azucares no declarados en

estos alimentos.

Con frecuencia a los zumos de frutas se le adicionan edulcorantes
comerciales lo que representa un problema econdémico y regulatorio. Las
formas mas comunes de adulteracién incluyen una diluciéon simple y mezcla de
zumos de bajo coste con otros mas caros. En otras ocasiones los zumos se
adulteran con la adicion de agua y azucares exdgenos, sobre todo cuando se
preparan zumos a base de concentrado o néctares. La fuente de edulcorante
para adicionar a los zumos de frutas puede ser de otros zumos o0 azucares
derivados de zumos de frutas o vegetales. Por lo tanto, el conocimiento
cualitativo y cuantitativo de la distribucién de los azucares en zumos de frutas
como: los azucares de menor importancia, los enantibmeros menos frecuentes
de azucares, la proporcién de azlcares mayores o huella dactilar del azlcar; se
utilizan para la determinacién del origen y de autenticidad en los productos

comerciales de zumos de frutas.

Los azucares afiadidos a zumos generalmente son sacarosa, jarabe de
glucosa y azucar invertido. El jarabe de glucosa procede de almidén hidrolizado
y el azlcar invertido de la hidrdlisis de sacarosa. La sacarosa y el almidén son
fuentes baratas de azucares a partir de los cuales es posible preparar mezclas
de sacarosa: glucosa: fructosa en proporciones similares a los que

habitualmente se encuentra en los zumos naturales.

Sin embargo, en los procesos de hidrélisis de almidén se forman
productos secundarios (oligosacéaridos). La presencia y naturaleza de estos
oligosacaridos no depende del origen de los azucares. El perfil de estos
oligosacaridos esta condicionado por el método de preparacion (ya sea

hidrolisis enzimatica o por calentamiento en medio acido), por el tiempo de
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hidrdlisis y por la concentracion y la naturaleza de los azlUcares presentes en el
medio de reaccién, cada fruta tiene un perfil de azlcares caracteristico. Al
estudiar el perfil de azucares, incluidos los oligosacaridos presentes en el
zumo, se puede detectar una posible adicion de azucares modificados
(Martinez Montero, et al 2004).

En al andlisis de zumos los azucares principalmente cuantificados son la
glucosa, la fructosa y la sacarosa y sus relaciones, estos valores pueden verse
afectados por la variedad, estado de madurez y el origen geografico de la fruta
utilizada para la produccion del zumo. Las diferencias en las proporciones de
azucar pueden ser indicativas de la adicion de azUcares exdégenos o de mezcla
con el zumo de fruta mas barato. Asi, la disponibilidad de métodos analiticos
para el analisis de las huellas dactilares de azucar en zumos de frutas y otras
bebidas no alcohdlicas es esencial para la determinacion de la autenticidad. Se
han desarrollado varios métodos de analisis, principalmente por técnicas

cromatograficas, HPLC y GC (Martinez Montero et al., 2004).

El jarabe de glucosa se obtiene a partir de almidén por hidrolisis. Se trata
de una disolucion acuosa compuesta de glucosa, fructosa, maltosa,
oligosacéridos y polisacaridos, que contienen una proporcion diferente entre

unos y otros dependiendo del método de hidrélisis y grado de conversion.

Se obtiene por la hidrdlisis enzimatica de almidén de distintos productos
naturales, de la patata, del maiz, del trigo...se puede realizar una hidrélisis
parcial o total, dando paso a distintos productos. El Codex alimentarius recoge
los siguientes como productos destinados al consumo humano, tanto vendidos
directamente como utilizados por la industria en la elaboracién de productos
alimenticios:

e Dextrosa anhidra. D-glucosa purificada y cristalizada sin agua de

cristalizacion, con un contenido de D-glucosa de no menos de 99,5%
m/m sobre peso seco y un contenido total de sélidos de no menos del
98,0% m/m.

e Dextrosa en polvo (dextrosa glacé). Dextrosa anhidra finamente

pulverizada o dextrosa monohidrato o mezclas de ambas, con o0 sin

adicion de un agente antiaglutinante.
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e Jarabe de glucosa. Disoluciéon acuosa concentrada y purificada de

azucares nutritivos obtenidos del almidén y/o inulina. El jarabe de
glucosa tiene un contenido equivalente de dextrosa de menos del 20%
m/m, y un contenido total de sélidos de no menos del 70%.

e Jarabe de glucosa deshidratado. Jarabe de glucosa del que se ha

separado parcialmente el agua para obtener un contenido total de
sélidos de no menos del 93,0%.

En Europa, el jarabe de glucosa suele proceder del trigo o de la patata,

mientras que en Estados Unidos es generalmente de maiz.

Es un producto muy utilizado en la industria con distintas finalidades, por
ejemplo en las masas fermentadas y masas batidas (panaderia, reposteria,
etc.), por su accidén higroscopica, es decir, es un azlUcar que retiene la

humedad y conserva los productos en mejores condiciones por mas tiempo.

Su densidad y textura es apropiada para la industria de los caramelos,

jarabes y bebidas.

El azdcar invertido es mas dulce que el azlcar comUn o sacarosa Yy
ayuda a mantener el sabor dulce y la humedad de los productos en los que se
aplica. Es el liquido o jarabe resultante del proceso de inversion de la sacarosa
mediante la accion acida o enzimatica. Segun el grado de hidrdlisis se obtiene

una mezcla de glucosa-fructosa-sacarosa en distintas proporciones.

Si se llega a la hidrélisis total de la sacarosa se obtiene un liquido
ligeramente dorado y espeso con igual contenido de glucosa y fructosa pero
gue endulza mas que el azucar, por lo tanto, se aplica en menor cantidad. La
fructosa es mas dulce que la glucosa, y ambos componentes por separado
multiplican el poder edulcorante de la sacarosa de la que proceden.

Aungue el uso de estos azucares esta permitido en muchos alimentos,
como ya se ha indicado, su adiccion a los zumos y néctares no esta permitida,
por lo que supone un fraude. Mediante diversos metodos de analisis se trata de
determinar el perfil de azlcares de un zumo y asi detectar la posible adiccion

de azUcares.
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1.3. CONTROL DE CALIDAD Y AUTENTIFICACION DE LOS ZUMOS
DE FRUTAS.

La norma general del Codex para zumos de fruta y néctares (CODEX
STAN 247-2005) define los criterios de calidad como: los zumos y néctares de
frutas deberan tener el color, aroma y sabor del zumo de la misma clase de
fruta de la que se hace. La fruta no debera retener agua del lavado, del vapor u
otras operaciones preparatorias que técnicamente son inevitables. El término
de autenticidad se define como el mantenimiento en el producto de las
caracteristicas fisicas, quimicas, organolépticas y nutricionales de la fruta de la

gue procede.

El contenido de fruta representa el principal parametro de calidad de
purés de frutas, bebidas de frutas y productos de frutas en general. Las
especificaciones y la composicién del etiquetado de los productos a base de
frutas se deben cumplir a fin de mantener la calidad del producto y la
autenticidad. Desde el punto de vista econdémico, la calidad del producto
también es importante debido a la competencia entre los productores. Ademas,
la calidad y la autenticidad son de particular importancia con respecto a la

expectativa del consumidor (Ftgel et al.; 2005).

Las bebidas no alcoholicas como los refrescos son elaborados
principalmente con los zumos de fruta, agua y aditivos de alimentos que
contribuyen en el color y sabor final, ya que no son productos naturales. Las
estrictas regulaciones sobre el uso de los aditivos alimentarios dicen que su
uso en zumos esta prohibido. Los zumos y néctares se caracterizan por su

composicién natural.

En la industria alimentaria, los productos finales deben alcanzar un
compromiso entre varias propiedades, incluyendo las propiedades sensoriales,
sanitarias y tecnoldgicas. Entre estos ultimos, las propiedades sensoriales y
sanitarias son fundamentales porque influyen en la eleccion del consumidor y la
preferencia. No obstante, la gestibn de estas propiedades desde la fase de

fabricacion con el fin de controlarlos no es una tarea facil. No siempre es
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posible utilizar bases de datos para el control de calidad de productos
alimenticios (Perrot et al.; 2006).

La industria de los zumos de frutas es uno de los sectores mas dinamicos
de la industria de bebidas en todo el mundo. Muchos tipos diferentes de frutas
estan siendo transformados en zumo, aunque las naranja todavia proporcionan
la mayor parte de los zumos de frutas y otros productos de frutas vendidas en
todo el mundo (Garcia-Wass et al.; 2000). Los consumidores esperan que los
fabricantes y los minoristas proporcionen zumos de frutas sanos y auténticos.
Estos factores han hecho hincapié en la necesidad de técnicas fiables que

pueden autentificar la pureza de los zumos de frutas.

Los precios de los zumos de fruta de primera calidad representan
objetivos propicios para la adicion de azUcares no declarados ya que para los
zumos de mezcla de alto precio se pueden usar frutas mas baratas. Los
productos obtenidos no muestran la correspondencia entre su composicion y la
de la fruta especificado en la etiqueta. Por este motivo, se han hecho
numerosos intentos de encontrar métodos adecuados para el control de la
autenticidad y la determinacion del contenido de fruta en los productos a base
de frutas. El problema analitico es importante debido a la complejidad de los
productos especificos y a la variacion sustancial de los componentes de la
fruta. Las técnicas analiticas para hacer frente a este reto son tan variadas
como son las formas de adicién de azlUcares no declarados, que van desde la
determinacién de los parametros quimicos clasicos a las técnicas

instrumentales altamente sofisticadas (Fugel et al.; 2005).

El andlisis de solo un componente de un zumo natural seria insuficiente
para proporcionar informacién del zumo, por lo tanto, son necesarios multiples
analisis quimicos de los componentes para evaluar las diferencias entre zumos
adulterados o no adulterados. Por ejemplo, la deteccion por HPLC-PDA-MS
nos da huellas dactilares para evaluar la autenticidad de los jugos de granada
(Borges y Crozier 2012). Este enfoque, sin embargo, requiere mucho tiempo y
es caro. Hay muchos métodos diferentes para la evaluacion y analisis de la
autenticidad de los alimentos y la deteccion de la adulteracion segun se indica
en la norma CODEX STAN 247-2005.
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Asi, para la determinacién de la autenticidad de zumos y deteccion de la
adulteracion se hace una combinacion de los analisis quimicos de los
siguientes componentes del zumo como los polifenoles, acidos organicos,

azucares, aminoacidos y metales (Garcia-Wass et al,; 2000).

La norma general del Codex para zumos y néctares de frutas (CODEX
STAN 247-2005) indica que los zumos y néctares de frutas deberan someterse
a las pruebas de la autenticidad, composicion y calidad cuando sea necesario.
La verificacion de la autenticidad y calidad de una muestra puede ser evaluada
por comparacion de los datos, generados usando métodos apropiados
incluidos en el estandar, con la fruta del mismo tipo y de la misma region,
permitiendo variaciones naturales, cambios estacionales y variaciones que se
producen debido al procesamiento (Codex satnd 247-2005). En la Tabla 1.8 se
muestran varios métodos que destaca el Codex 247-2005 donde se proponen
criterios de calidad y autenticidad para determinar.
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Tabla 1.8. Métodos de analisis y muestreo existentes (CODEX STAN 247-2005).

Disposicion Método Principio Tipo
Las antocianinas Método IFU No. | Cromatografia liquida de alta |
(Criterios de calidad y autenticidad) 71 (1998) resolucién (HPLC)
i Deuterio de Resonancia
Remolacha de azucar en los zumos .
o ] o AOAC 995.17 Magnética Nuclear (RMN Il
(Criterios de calidad y autenticidad) ]
deuterio)
C13/C12 proporcién de etanol i
) JAOAC 79, No. Espectrometria de masas de
derivado de zumos de frutas . Il
o ) o 1, 1996, 62-72 isotopos estables
(Criterios de calidad y autenticidad)
] . ) y AOAC 968.20 o
Aceites esenciales (titulacion Scott) | (Scott) la destilacion, la
o . o Método IFU No. . . I
(Criterios de calidad y autenticidad) 45 titulacion
Fermentabilidad Método IFU No. i ) o
o ) o Método microbiologico I
(Criterios de calidad y autenticidad) 18 (1974)
o _ EN 12742 (1999)
Los aminoacidos libres i .
o ) o Método IFU No. Cromatografia liquida I
(Criterios de calidad y autenticidad)
57 (1989)
Jarabe de maiz de alta fructosa y
jarabe de inulina hidrolizada en el JAOAC 84,486 | Cromatografia de gases con "
jugo de manzana (2001) columna capilar
(Ingredientes permitidos)
Relacién de 4cido L-mélico/acido Determinacién enzimética y
malico total en el jugo de manzana AOAC 993.05 cromatografia liquida de alto Il

(Criterios de calidad y autenticidad)

rendimiento (HPLC)

Prolina por fotometria - no
especifico determinacion

(Criterios de calidad y autenticidad)

EN 1141 (1994)
Método IFU No.
49 (1983)

Fotometria

Sodio, potasio, calcio y magnesio
en zumos de frutas

(Criterios de calidad y autenticidad)

EN 1134 (1994)
Método IFU No.
33 (1984)

Espectroscopia de Absorcion

Atémica
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1.3.1. Anélisis de azUcares.

La medida de los azucares en frutas o productos frutales es de
considerable importancia desde el punto de vista de la validacion de la
autenticidad, valoracion de la calidad y grado de maduracion y control de la

posible alteracién microbiol6gica durante el almacenamiento.

Las aplicaciones del andlisis de azlucares desarrolladas durante los
ultimos afos estan orientadas al desarrollo de productos y control de calidad
del producto acabado, determinacion de la autenticidad y deteccion de la
adicion de compuestos no indicados en el etiquetado y/o no permitidos (Jamin
et al.; 1997).

Una gran variedad de métodos se han desarrollado y adaptado para
determinar un amplio rango de azUcares y derivados (alcoholes de azucar,
oligosacéridos, etc.) en bebidas como zumos de frutas, vino, cerveza, bebidas
no alcohdlicas, etc. (Ye y Baldwin 1994).

Es dificil detectar la adicion de azucares en alimentos ricos en hidratos de
carbono, como los zumos de frutas, debido a la existencia de una gran
variedad de edulcorantes comerciales disefiados para coincidir exactamente
con los perfiles de carbohidratos mayoritarios de estos alimentos. Se han
desarrollado métodos muy variados para detectar la adicion de diversos tipos
de azucares en zumos de frutas (Jamin et al.; 1997) como los derivados del
maiz y la cafia de azucar (Day et al.; 2001). Si se adicionan jarabes de glucosa,
la fraccibn de oligosacaridos revela siempre la presencia de maltosa,
isomaltosa, maltotriosa y otros polimeros de glucosa (Low 1996). En los zumos
elaborados a partir de zumo concentrado, algunos oligosacaridos enddégenos
pueden estar presentes en cantidades reducidas, lo que dificulta la deteccién

de la adicion de azucares afiadidos.
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Métodos colorimétricos: azUcares reductores.

Las pruebas colorimétricas para la determinacién de azlcares se basan
en la reaccion especifica de estos compuestos con determinados reactivos
para dar derivados coloreados. La formacion de color se toma como resultado
positivo e indica la presencia del compuesto en cuestion, mientras que la no

formacioén de color es un indicativo de su ausencia.

Hay una amplia gama de métodos colorimétricos que permiten la
determinacién cualitativa y cuantitativa de azucares. Aunque son métodos muy
generales, algunos de ellos permiten discriminar entre diferentes tipos de
azlucares. Asi hay métodos de determinacion de azlcares reductores, de
pentosas y hexosas, aldosas y cetosas, mono, oligo y polisacaridos, etc. En
todos ellos el fundamento es similar, el azucar con otro reactivo forma
productos coloreados que se pueden determinar cuantitativamente por
espectrofotometria.

Los carbohidratos que presentan grupos aldehidicos libres o en forma
hemiacetalica (grupos aldehidicos potenciales) no bloqueados (por ejemplo
fromando parte de un enlace glicosidico) pueden ser oxidados por diferentes

reactivos, por lo que se les denomina azucares reductores.

Hay diferentes métodos de determinacion de azUcares reductores
(Fehling, Benedict, Bradford, Nelson-Somogyi, etc.). En todos ellos, el aztcar
reductor es oxidado por el catién cuprico (Cu*®) en medio alcalino, con
formacién de Oxido cuproso insoluble, lo que da la tipica coloracion rojizo-
amarillenta. Los iones Cu*? se pueden mantener en disolucién, formando
complejos coloreados con tartratos y citratos, lo que permite la determinacién
de azlcares reductores. Estos métodos se emplean comunmente por su

sensibilidad, alta especificidad y rapida ejecucion.
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indice de refraccidn: °Brix.

Los °Brix son utilizados en la industria de las bebidas basadas en zumos
de frutas, como un indice comercial, aproximado, de la concentracién de

azucares. Para determinar los °Brix, se usa un refractometro.

Los °Brix se definen como la concentracion en sélidos solubles del zumo.
En principio eran una medida de densidad y esta densidad corresponde
también al indice de refraccion. En las disoluciones azucaradas, esta
relacionado el indice de refraccion, con la densidad y con los °Brix, porque al
aumentar la concentracion de azucares aumenta la densidad y con ello el

indice de refraccion.

Pero como los sélidos disueltos no son solo azucares, sino que hay otros
compuestos, 1°Brix no equivale exactamente a una concentracion de solidos

disueltos de 1g/100ml. Por tanto esto es un valor aproximado.

Los °Brix de los zumos comerciales se encuentran entre 11 y 14 °Brix,
unos estaran mas cerca de 11 y otros de 14 en funcion de la fruta de la que

proceda el zumo.
Andlisis enzimaticos.

Dos tipos de analisis enziméticos son comunes para la deteccion
especifica y cuantificacion de azulcares: el especifico para monosacéridos y, el
especifico para la hidrdlisis de oligosacaridos de cadena larga. Dichos métodos
son extremadamente resolutivos pero se ven limitados por las interferencias
derivadas de los contaminantes presentes en las disoluciones de prueba, e
incluso por la presencia de otros azlcares, sales y metales. Ademas, tanto la
pureza como el origen de las enzimas, resultan ser criticos en la determinacion

de los carbohidratos.

La fuerte especificidad de los métodos enzimaticos, resulta ser igualmente
contraproducente, dado que cada uno de los carbohidratos, requieren tanto de

diferentes condiciones para su analisis, como de diferentes series de enzimas.
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Mientras que los métodos enzimaticos han sido los seleccionados para
algunos carbohidratos, particularmente la glucosa; los métodos cromatogréficos
han sido de gran valia en el analisis de zumos donde se presenta una mezcla
de azucares. Se utiliza tanto la cromatografia gaseosa (GC) como la
cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC). Estos métodos ofrecen gran
especificidad y la capacidad de detectar varios azucares al mismo tiempo.

Cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC).

En el analisis de azucares y de otros compuestos la Cromatografia
Liquida de Alta Resolucion (HPLC) se ha convertido en una técnica muy
utilizada debido a su sensibilidad, su facil adaptacion a las determinaciones
cuantitativas exactas, su idoneidad para la separacién y su aplicabilidad a
sustancial que son de primordial interés en la industria, en este caso la

alimentaria (Skoog et al., 2003).

La cromatografia es un método fisico de separacion basado en la
distribucion de los componentes de una mezcla entre dos fases inmiscibles,
una fija o estacionaria y otra movil. En cromatografia liquida de alta resolucion,
la fase movil es un liquido que fluye a través de una columna que contiene a la
fase fija. Los distintos compuestos presentes en una muestra se separan segun

su mayor o menor afinidad con la fase movil y la estacionaria.

Como podemos observar en la Figura 1.13 la cromatografia de alta

resolucion (HPLC) contienen los siguientes elementos:

e Sistemas de bombeo. Son necesarios para conseguir y regular la

presiéon y velocidad de flujo de la fase movil.

e Sistemas de inyeccion. Son valvulas dosificadoras que permiten regular

la aplicacion de la muestra en volumenes de 5 a 500ul.

e Columna. Contiene las particulas de la fase estacionaria. Hay
precolumnas que se colocan delante de las columnas para eliminar la

materia en suspension y contaminantes de las disolvente.
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e Detectores. Responderan a una propiedad de la fase movil. Deben de
tener: una sensibilidad adecuada, estabilidad y reproducibilidad buena,
tiempo de respuesta corto, manejo sencillo, respuesta selectiva a

algunos analitos, y una respuesta rapida e independiente del caudal.

e Sistema para el tratamiento de datos. Es indispensable para regristrar

los cambios en alguna propiedad en funcién del tiempo. La
representacion gréfica de estos registros se llama cromatograma. En
estos registros aparecen una serie de picos simétricos sobre el eje de
los tiempos para la identificacion cuantitativa (area bajo los picos) y

cualitativa (posicion en el eje) de los componentes de la muestra.

COLTRINA
IRTEEFALCE

ETACION OF DATOR

e

FAST MIOIL

Figura 1.13. Esquema de Cromatografia Liquida de Alta Resoluciéon (HPLC)

En el analisis de carbohidratos por HPLC hay que diferenciar entre
separacion y deteccion. Los métodos de HPLC con columnas amino e indice
de refraccién (RI) de deteccion han sido durante varios afos, los mas descritos
para el analisis de azucares. Las columnas de fase reversa no son muy utiles
ya que los azucares no interactian con las cadenas hidrofébicas C-8 6 C-18 y
es necesario hacer una derivatizaciéon de la muestra. Actualmente para la
separacion de azucares la columna mas usada es la columna metrosep-carbl

de intercambio i6nico a pH alto.
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En cuanto a los sistemas de deteccidn, el detector de indice de refraccion
(IR) est4 basado en el principio de que un haz de luz se refracta dependiendo
de la sustancia a través de la cual pasa. Un haz que pasa a través de una
disolucién de agua y azucar refractara mas que un haz de luz que pase a

través de agua Unicamente.

La diferencia entre las respectivas refracciones de la fase movil y los
analitos pueden ser medidas y expresadas como una respuesta electronica.
Este método posee una excelente sensibilidad con bajos niveles con contenido
de azucar. Asi, el detector de indice de refraccion (RI) ha sido habitualmente el

mas utilizado para el analisis de azucares.

Como desventaja de este detector, es preciso destacar que no permite la

elucién en gradiente y es muy sensible a cambios en el flujo y la temperatura.

También se ha utilizado el sistema de deteccion de azlUcares mediante
dispersion de luz por evaporacion (ELSD). Esta técnica ha revolucionado el
analisis de lipidos por HPLC desde su introduccion en 1980. Este tipo de
detector utiliza un aerosol que atomiza continuamente el eluyente de la
columna en pequefias gotas. Estas gotitas se dejan evaporar, dejando los

solutos como las particulas finas suspendidas en el gas de atomizacion.

Este tipo de detector puede ser utilizado para todos los solutos que tienen

una volatilidad menor que la fase movil.

En el ELSD, la fase movil entra en el detector, se evapora en un
dispositivo caliente y el soluto restante es finalmente detectado por la forma en
gue se dispersa la luz. La intensidad de la luz dispersada por particulas solidas
en suspension depende de su tamafio de particula. Esto, a su vez, depende del
tamafio de las gotitas generadas por el nebulizador y la concentracion de soluto
en las gotitas. El tamafio de gota producido en el nebulizador depende de las

propiedades fisicas del liquido y la velocidad relativa, y el flujo de gas y liquido.
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Figura 1.14. Esquema del funcionamiento del ELSD.

Cromatografia de intercambio i6énico de alta eficacia con deteccion
amperométrica de pulsos (HPAEC-PAD)

La deteccion amperométrica de pulsos (PAD), que combinada con el uso
de una columna de intercambio i6nico ha generado una técnica de analisis
HPAEC-PAD: Cromatografia de intercambio i6nico de alta eficacia con
deteccion amperométrica de pulsos.

Esta técnica cromatografica permite la cuantificacion directa de
carbohidratos no derivatizados a niveles de picomoles con una minima
separacion de muestra. La cromatografia de HPAEC aprovecha el caracter
débilmente 4cido de los carbohidratos y alcoholes de azucar para proporcionar
separaciones altamente selectivas a pH elevado, usando como fase
estacionaria un fuerte intercambiador de aniones. Este acoplamiento entre
cromatografia liquida y deteccion electroquimica ha permitido la deteccion de
carbohidratos en una gran variedad de matrices complejas, como alimentos,
bebidas, productos lacteos, etc. Tanto HPAEC como PAD necesitan fases
moviles de elevado pH, que permitan la separacién cromatografica de los
azucares en forma anidnica (mediante intercambio anidnico) y su posterior

oxidacion en el electrodo.
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La cromatografia idnica es un procedimiento de separaciéon de iones de
carga del mismo signo por elucién en una columna empaquetada con resina

finamente dividida.

Se ha descrito el uso de resinas de intercambio anionico (Andersen y
Sorensen 2000) y de resinas poliméricas macroporosas (Cataldi et al,; 1999):
las resinas de intercambio anidnico son fases del tipo poliestireno-
divinilbenceno (Casella et al.; 1999) o etilvinilbenceno-divinilbenceno sulfonado,

ambos enlazados a aminas cuaternarias (fuertes intercambiadores anionicos).

En la Tabla 1.9 se comparan las principales columnas de intercambio
i6nico. La columna CarboPac PA1 se considera como la mas adecuada para el
analisis de monosacaridos. Esta columna esta empaquetada con unidades de
resina polimérica no porosa, denominada MicroBead. Este tipo de resinas
presentan una rapida transferencia de masa, una elevada estabilidad frente al
pH (pH 0-14) y una excelente resistencia mecénica que les permite soportar
presiones de hasta 4000 psi (28 MPa). La regeneracion de la columna después
de un analisis en gradiente es rapida (suele durar 10 minutos o menos). En la

Figura 1.15 se muestra una unidad de resina polimérica bead.
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Tabla 1.9. Comparacidn de las columnas Carbo Pac MAL, PA1 Y PA-100.

Caracteristicas

CarboPac MA1

CarboPac PA1l

CarboPac PA-100

Analisis de alcoholes de
azlcar (mono- y
disacaridos) en alimentos,

Analisis composicional de
monosacaridos,

Aplicaciones . B .
fluidos fisiolégicos y separaciones de
recomendadas Ly . . . .
sacaridos homopolimeros lineales y oligosacaridos
glicoconjugados purificacién de sacaridos
reducidos
Sustrato de etil vinil

Anilisis y
determinacién de

Composicion de la
resina

Sustrato macroporoso de
cloruro de
vinilbeneil/divinilbenceno
(diametro: 8.5 pm)
totalmente funcionalizado
COI Unl grupo amoenio
alquil sustituido

Sustrato de
poliestireno/divinilbenceno
(diametro: 10 pm)
aglomerado con una red de
aminas cuaternarias
funcionalizadas de
MicroBead de 350 nm

benceno/divinilbenceno
(diametro: 10 um)
aglomerado con una
red de aminas
cuaternarias
funcionalizadas de
MicroBead de 350 nm

Capacidad de
intercambio
anionico

4500 peq para una
columna de 4x250 mm

100 peq para una columna
de 4x250 mm

90 peq para una
columna de 4x250 mm

Velocidad de flujo

0.4 mL/min (para una

1 mL/min (para una
columna de 4x250 mm)

1 mL/min (para una
columna de 4x250 mm)

con disolventes

recomendada columna de 4x250 mm)
Rango de pH 0-14 0-14 0-14
compatible
Compatibilidad
0% 0-2% 0-100%

organicos
Presion maxima

2000 psi (14 MPa)

4000 psi (28 MPa)

4000 psi (28 MPa)

permitida

Vo

Diametro 350 nm
i

ametro 0.1 [un

+++++++
0000 N
'+

~N 4

Figura 1.15. Unidad de resina polimérica bead.
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El intercambio anionico que se produce en la columna cuando la muestra
(que contiene analitos anidnicos A,.) interacciona con el intercambiador

anionico, se describe mediante el siguiente equilibrio:

¥RN(CH;3); OH + A" = [RN(CH;); [\ A™ +xOH"
solido disolucion solido disolucion

Donde R representa la parte de la molécula de la resina que contiene una
amina cuaternaria. La elucion se produce debido a que la fase movil que
transporta la muestra contiene un i6n que compite con los analitos iGnicos por

los grupos cargados sobre la superficie de la resina.

Debido a que los azUcares neutros y los alcoholes de azlcar son acidos
débiles (tienen valores de pK, entre 12 y 14, ver Tabla 1.10), se necesitan
fases moviles fuertemente alcalinas para que los carbohidratos estén en su
forma aniénica y puedan ser separados por cromatografia de intercambio
anionico (a elevado pH, los grupos hidroxilo de los carbohidratos estaran total o
parcialmente transformados en oxianiones). Esto no es posible con las
columnas clasicas basadas en silice porque el elevado pH disuelve el relleno.
Los tiempos de retencion estan directamente relacionados con el pK, del
compuesto. Este tipo de cromatografia tiene en cuenta los pK, de todos los
grupos hidroxilo del azucar, lo que permite separar isdmeros como galactosa,
manosa Yy glucosa (con fases moviles con [OH-] < 20 mM (Cataldi et al,;
2000)), que poseen el mismo peso molecular y el mismo nimero de grupos

hidroxilo.
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Tabla 1.10. Valores de pK, de algunos azucares y alcoholes de azlcar.

Azucar pK.,
Fructosa 12,03
Manosa 12,08
Xilosa 12,15
Glucosa 12,28
Galactosa 12,39
Dulcitol (galactitol) 13,43
Sorbitol (D-glucitol) 13,60

Es importante resaltar que el levado pH empleado en HPAEC evita la
epimerizacion y tautomeria ceto-endlica de los monosacaridos (Ratsimba et al,;
1999). Estos compuestos siempre dan picos sencillos y estrechos bajo las
condiciones de HPAEC. Lo mismo ocurre con los amino azucares N-acetilados,
gue no experimentan reacciones de degradacion incluso a elevadas
concentraciones de hidroxido, probablemente debido a que el tiempo de
separacion es relativamente corto. Como los alditoles no sufren epimerizacion
en medio basico, se puede evitar la epimerizacién de los oligosacaridos si

éstos son reducidos a alditoles antes del procedimiento cromatografico.

Al igual que en las técnicas de HPLC, la filtracion y desgasificacion con
helio de los eluyentes antes de su uso, asi como la filtracion de las muestras
con filtros de 0.45 um, constituyen practicas generalizadas. También es
frecuente el uso de una precolumna. La presencia en la fase mévil alcalina de
iones Ba** mejora la selectividad y la reproducibilidad a la vez que acorta el
tiempo de analisis, ya que permite la precipitacion del carbonato, que
constituye una sustancia interferente (Cataldi et al,; 1999). Con esta operacién
no son necesarias las precauciones en la preparacion del eluyente alcalino y la

regeneracion de la columna después de cada inyeccion.

En cuanto al sistema de deteccion, la deteccion amperométrica de pulsos
(Gey et al,; 1996) permite la deteccidén directa de carbohidratos, ademas de
proporcionar una elevada sensibilidad y selectividad, frente a la naturaleza

compleja de las muestras reales de carbohidratos.
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Hughes y Johnson introdujeron en 1981 la deteccion amperométrica de
pulso y de triple pulso (Hughes y Johnson 1982). En 1983, Rocklin, R.D. y Pohl,
C.A. (Rocklin y Pohl 1983) y Edwards, P. y Haak, K.K. (Edwards y Haak 1983)
aplicaron por primera vez la HPAEC acoplada con PAD a la determinacion de
carbohidratos. En la actualidad, HPAEC-PAD constituye el método mas
comunmente utilizado para la deteccion de azucares y polioles con excelente

sensibilidad y selectividad y una minima preparacion de muestra.

La amperometria de pulsos se basa en la oxidacion de las moléculas en
la superficie de un electrodo de oro. La corriente generada es proporcional a la
concentracion de azucares, por lo que estos compuestos pueden ser
detectados y cuantificados. Para comprender el mecanismo de Ila
amperometria de pulsos, es necesario estudiar primero la oxidacién de un
analito mediante una técnica electroquimica convencional como la voltametria.
La voltametria ciclica de la glucosa en hidréxido sédico 0,1 M, utilizando un
electrodo de trabajo de oro y el electrodo de referencia Ag/AgCl, se muestra en
la Figura 1.16.

0.1 M NaOH + Glucosa

-------------- 0.1 M NaOH

| -0.5 0 +05 |
E vs Ag/AegCl

Figura 1.16. Voltametria ciclica de la glucosa
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La linea discontinua de la Figura 1.16 representa la corriente resultante
del electrolito se soporte hidroxido sédico 0,1 M en ausencia de glucosa; es
decir, la corriente de fondo. Comenzando a -0,8 V y haciendo un barrido en
direccién positiva, la corriente de fondo es practicamente despreciable hasta
aproximadamente 0,25 V, donde comienza la oxidacion de la superficie del
electrodo de oro (formandose 6xido de oro). Si se hace un barrido en sentido
contrario a partir de 0,6 V, el 6xido de oro vuelve a reducirse a oro, con el pico

de corriente negativo a 0,1 V.

Cuando se afade la glucosa a la disolucion (linea continua), la corriente
aumenta suavemente a medida que se hace un barrido en direccion positiva
desde -0,8 V, hasta que empieza la oxidacion de la glucosa. Esto hace que la
corriente aumente a -0,15 V y se forme un pico a un potencial aproximado de

0,25 V. A partir de este potencial, la corriente disminuye por dos razones:

e En primer lugar, la concentracion de glucosa en la superficie del
electrodo ha disminuido debido a que gran parte de la glucosa ha

sido oxidada.

e En segundo lugar, la formacién de 6xido de oro inhibe la oxidacion

de la glucosa.

Si se hace el barrido en sentido inverso, la corriente se invierte de
reductora a oxidante (positiva) cuando comienza la reduccion del 6xido de oro.
Al comenzar la reduccién del 6xido de oro, empieza también la oxidacion de la

glucosa.

El potencial apropiado para medir la oxidacion de la glucosa seria
aproximadamente 0,25 V. Este es el potencial en el que la corriente de
oxidacion de la glucosa es maxima y la corriente de fondo es minima. Sin
embargo, el uso de un solo potencial produce una disminucién rapida de la
sensibilidad debido a que se forma una capa de Oxido y los productos de la
oxidacion cubren y envenenan la superficie del electrodo. Por lo tanto, la
superficie del electrodo debe ser limpiada entre una medida y la siguiente. Este

problema se soluciona aplicando un conjunto de tres potenciales:
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e En primer lugar, la corriente de oxidacion de la glucosa es medida

cerca del picoa 0,25 V.

e A continuacion, se lleva el potencial a un valor positivo lo
suficientemente elevado como para oxidar la superficie de oro.
Esto produce la desorcion de los productos de oxidacion de los

carbohidratos.

e Finalmente, se lleva el potencial a un valor suficientemente
negativo como para reducir por completo el 6xido de oro de la
superficie del electrodo, permitiendo la deteccién durante el
siguiente ciclo. El potencial no debe ser tan bajo como para dar
lugar a reducciones quimicas (por ejemplo, del oxigeno a peréxido
de hidrégeno) que alterarian la linea base durante la siguiente

medida al potencial E;.

La accion de formar y eliminar repetidamente el 6xido en la superficie del
metal, limpia la superficie del electrodo y la mantiene activa y estable. El
conjunto de estos tres potenciales constituye una onda o pulso, y su aplicacion

repetida es la base de la amperometria de pulsos.

Los tres potenciales empleados se denominan E;E, y Ej (figura) y son
aplicados durante los tiempos t;, t; y t3, respectivamente. El potencial E; es
+0,1 V, esta por debajo de la corriente del pico a 0,25 V. De esta forma, se
minimiza el ruido de la corriente de fondo producida por la formacién del éxido
de oro y se proporciona un margen de seguridad en los cambios del potencial
del electrodo de referencia. La corriente de oxidacion de los carbohidratos es
medida mediante la integracién de la corriente de la celda después de un
delay*. La corriente integrada durante un tiempo fijo es carga, por lo que la

respuesta del detector es medida en culombios.

Alternativamente, puede medirse la corriente media durante el periodo de

integracion.

En ese caso, las unidades empleadas serian amperios.
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Potencial t

Delay Integracion

» o »
l VI‘ >

E,
t

Es 3

Tiemmo
Figura 1.17. Diagrama de la secuencia de pulsos para la deteccion de carbohidratos

*El paso de un potencial al siguiente produce una corriente de carga que
no forma parte de la corriente de oxidacion del analito, por tanto, la corriente de
oxidaciéon de los carbohidratos es medida después de un pequefio lapso o

delay, que permite que decaiga la corriente de carga.

a0 - ) Corriente de fondo

I(pad) 60 4
40 |

20 - Hilhitol
Glucosa
Gacarosa

0

.02z 00 02 04

E, (V vs AgihgCl)

Figura 1.18. Corriente de oxidaciéon generada a diferente valores de E; para tres

carbohidratos distintos

La Figura 1.18 muestra que el voltaje que produce la maxima respuesta
es el mismo para tres azucares muy diferentes: xilitol (alcohol de azucar no
reductor), glucosa (monosacarido reductor) y sacarosa (disacarido no reductor).
Esto se explica porque la oxidacion de los azucares en el electrodo es
catalizada por la superficie del electrodo. Como resultado, la respuesta
amperomeétrica de una clase de compuestos es controlada principalmente por
la influencia del estado de la superficie catalitica sobre el potencial de electrodo
y no por los potenciales redox de los propios compuestos. La deteccién
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amperométrica de pulsos es, por tanto, un método de deteccién universal para

todos los carbohidratos.

La técnica HPAEC-PAD es extremadamente selectiva y especifica para

los carbohidratos por dos motivos:

e La amperometria de pulso detecta solo aquellos compuestos que
contienen grupos funcionales oxidables al voltaje de deteccion
empleado. En el caso de los carbohidratos, la sensibilidad es varios

ordenes de magnitud mayor que para otras clases de analitos.

e Los componentes neutros o catidnicos de la muestra no se retiene,
o lo hacen en pequefia medida. Por lo tanto, aunque esas especies
sean susceptibles de oxidarse, no interfieren con el andlisis de los
carbohidratos, debido a que son eluidos con el frente del

disolvente.

La deteccion amperométrica de pulsos (PAD) es mas selectiva y sensible
que la deteccion mediante indice de refraccion (Rl). Como ya hemos
comentado anteriormente, el sistema PAD detecta s6lo aquellos compuestos
con grupos funcionales oxidables al voltaje de deteccion empleado, mientras
que la deteccion RI se limita a medir los cambios en el indice de refraccién de
la disolucion que pasa a través de la celda de flujo. En relacién a la
sensibilidad, la deteccion Rl es mas apropiada para la cuantificacion de
azUcares mayoritarios, mientras que el sistema PAD es capaz de medir
azucares minoritarios a niveles de trazas (limites de deteccion alrededor de 10

ppb para carbohidratos no derivatizados).
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2. OBJETIVOS

El objetivo general ha sido estudiar el perfil de azucares por HPAEC-PAD

para la autentificacion de zumos de frutas de naranja, manzana y pifia.
Este objetivo general se ha dividido en los siguientes objetivos parciales:

1. Optimizar el método de analisis de azucares por HPAEC-PAD. Para ello se
han ensayado distintas concentraciones de NaOH en la fase movil y distinta
velocidad de flujo. Se han analizando muestras de azlcares, zumos

concentrados y zumos comerciales.

2. Determinar el perfil de azlcares de jarabe de glucosa y azlcar invertido. Se
han analizado distintas muestras de jarabe de glucosa y azucar invertido de

de uso alimentario disponibles en el mercado.

3. Estudiar el perfil de azlUcares en zumos concentrados y naturales de

naranja, manzanay pifia.

4. Comprobar la efectividad del método en la autentificacion de zumos en
sistemas modelo. Para ello se han disefiado sistemas modelo de zumos
reconstituidos a partir de los zumos concentrados estudiados preparados

adicionando cuatro de los jarabes de glucosa analizados.

5. Comprobar la efectividad del método en zumos comerciales. Se han
analizado zumos de naranja, manzana y pifia de distintas casas

comerciales, preparados a partir zumos naturales o concentrados

6. Caracterizar las propiedades fisico-quimicas y sensoriales de los zumos
comerciales analizados. Se han determinado distintos parametros fisico-
quimicos y mediante un panel sensorial se han estudiado propiedades

organolépticas.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. MATERIALES DE ANALISIS
3.1.1. AzlGcares

Los azlcares analizados son jarabes de glucosa o azucares invertidos.
Estos azlcares proceden de diferentes casas comerciales encargadas de
fabricar azUcares para alimentos y bebidas.

Los jarabes de glucosa y azlcares invertidos estudiados se muestran
en la Tabla 3.1. La asignacion F42, F48, F55 y F85 indica el contenido relativo

en fructosa.

Tabla 3.1. Jarabes de glucosa y azucares invertidos analizados.

Identificacion Caracteristicas ° Brix
Z10 Jarabe de glucosa-fructosa 70.3
Z11 Isoglucosa 71.3
Z12 Jarabe de glucosa
Z13 Jarabe de fructosa y glucosa F42 69.6
Z14 Jarabe de fructosa y glucosa F42 69.2
Z15 Jarabe de fructosa y glucosa F42 69.2
Z16 Jarabe de fructosa y glucosa F42 67.0
Z17 Jarabe de azulcar invertido F48 67
Z18 Jarabe de fructosa y glucosa F55 74.6
Z19 Jarabe de glucosa y fructosa F85 74
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3.1.2. Zumos

Dentro de los zumos tenemos que distinguir entre: zumos concentrados,

zumos naturales, zumos reconstituidos y zumos comerciales.

Los zumos concentrados estudiados han sido de tres tipos: zumo
concentrado de naranja, de manzana y de pifia. Estos zumos fueron obtenidos

por una empresa suministradora de zumos concentrados.

Los zumos naturales se obtuvieron en el laboratorio a partir de la fruta
fresca que fue comprada en el supermercado. Primero se pelaron las frutas y
luego se obtuvo el zumo utilizando una licuadora, se obtuvieron asi zumos

naturales de naranja, manzanay pifa.

Los zumos reconstituidos se prepararon en el laboratorio a partir de
zumos concentrados y jarabes de glucosa. Los jarabes de glucosa utilizados
fueron el Z13, Z14, zZ15 y Z16, y los tres zumos concentrados: naranja,
manzana y pifia. Asi se obtuvieron 12 zumos reconstituidos, cuatro de cada

fruta estudiada.

Los zumos comerciales de naranja, manzana y pifia analizados se
adquirieron en supermercados locales. Se compraron 10 zumos de naranja, 5
zumos de manzana y otros 5 de pifia. A continuacion, en la Tabla 3.2 se
describen las caracteristicas de cada zumo comercial de naranja. Tenemos 3
zumos que no provienen de concentrado y son refrigerados, 4 que provienen
de concentrado y no son refrigerados y 3 que no provienen de concentrado y

no son refrigerados.
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Tabla 3.2. Caracteristicas de los zumos comerciales de naranja.

Zumos de naranja Clase
ZN1
ZN2 No de concentrado, refrigerado
ZN3

En la Figura 3.1 podemos ver algunos de los zumos comerciales que

fueron comprados para analizar.

qu DE NARANJA
k DON

‘ ZUMOSOL

“yitamind C

Figura 3.1. Algunos zumos comerciales de naranja analizados.
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En la siguiente Tabla 3.3 se describen las caracteristicas de cada zumo
comercial de manzana. Tenemos 4 zumos que provienen de concentrado y no

son refrigerados y 1 zumo que no proviene de concentrado y es refrigerado.

Tabla 3.3. Caracteristicas de los zumos comerciales de manzana.

Zumos de manzana Clase
ZM1
ZM2 _
De concentrado, no refrigerado
ZM3
ZM4
ZM5 No de concentrado, refrigerado

Por ultimo, en la Tabla 3.4 se muestran los zumos comerciales de pifia
analizados. Hay 2 zumos que provienen de concentrado y no son refrigerados,
2 zumos que no provienen de concentrado y son refrigerados y 1 zumo que no

proviene de concentrado y no es refrigerado.

Tabla 3.4. Caracteristicas de los zumos comerciales de pifia.

Zumos de pifia Clase
ZP1 _
De concentrado, no refrigerado
ZP2
ZP3 .
No de concentrado, refrigerado
ZP4
ZP5 No de concentrado, no refrigerado

3.1.3. Sustancias quimicas.

El agua fue destilada en un sistema de purificacion del agua Milli-Q de
Millipore (Bedford, MA, USA). Los patrones de azUcares usados en los analisis
por HPAEC-PAD fueron de la marca SIGMA (Madrid, Espafia). Los patrones

analizados fueron de sacarosa, fructosa, glucosa, maltosa y sorbitol.

El hidroxido sédico y el biftalato potasico utilizados para calcular la acidez

valorable eran de la casa Paureac.
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3.2. METODOS.

3.2.1. Determinacion de pH.

El pH es la medida del grado de acidez o alcalinidad de una disolucion
acuosa y se define como el logaritmo negativo de la concentracion de iones H”.
Para su determinacion se utiliza un pHmeto “pHmeter GLP22” de la casa

Crison (Alella, Barcelona) (Figura 3.2).

Figura 3.2. pH-metro Crison.

Este pHmetro contiene un electrodo de vidrio, el cual, genera una sefial

eléctrica proporcional al pH, segun la ley de Nernst.
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3.2.2. Determinacion de sélidos solubles totales (°Brix)

El valor de °Brix corresponde a la tasa de sélidos en suspension
presentes en un zumo 0 pulpa. Para determinar los °Brix hemos usado un
refractometro digital de mano, llamado “Pocket” PAL-a de la marca ATAGO
(Tokio, Japon). Este refractometro es un modelo especial con una amplia gama
de grados Brix (0-85%). El refractometro se ha utilizado calibrando el cero con

agua.

L 4

&

55 ;
D

S
-
M%

Figura 3.3. Refractometro “Pocket” PAL-a.
3.2.3. Método de anélisis (HPAEC-PAD)

Se ha analizado la presencia de azucares en zumos, jarabes de glucosa y
azucar invertido, mediante cromatografia liquida de intercambio aniénico con
deteccibn amperométrica de pulsos (High Performance Anion Exchange
Chromatography, HPAEC) con un cromatografo Metrohm (Madrid, Espafia)
equipado con una columna de intercambio anidnico metrosep-carbl de 5um de
tamafio de particula y dimensiones 150x4mm, termostatizada a 32°C, con
NaOH 80 Mm como la fase movil a un flujo de 0,7ml/min, 10ul de volumen de

inyeccion y deteccion amperométrica por pulsos de 50mV (PAD).
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Figura 3.4. Cromatografo Metrohm (www.upct.es).

Preparacion _de la muestra. Los zumos concentrados y jarabes de

azucar se diluyen con agua x1000 y los zumos naturales, los zumos
reconstituidos y los zumos comerciales son diluidos x200. Ademas, los zumos
reconstituidos se analizan también con un factor de dilucién x25. Posterior a la
dilucion se pasa la muestra por un filtro de 45um antes de inyectarla en el

cromatografo.

3.2.4. Determinacién de viscosidad.

Se ha utilizado un viscosimetro Ostwald, éste viscosimetro se encuentra
dentro de los viscosimetros capilares y la mayor caracteristica de éstos tipo de
viscosimetros es que estdn compuestos por un tubo muy delgado por el cual se
mueve el fluido y dependiendo de la velocidad con que lo hace se mide su

viscosidad.

El viscosimetro de Ostwald es de vidrio. Posee un ensanchamiento en
forma de ampolla conectado a un tubo capilar vertical que se une a un segundo

ensanchamiento.
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Figura 3.5. Viscosimetro Ostwald (www.es.scribd.com).

Este viscosimetro esta disefiado para dejar pasar a través del capilar un
caudal constante de liquido mediante la aplicacién de una fuerza reproductible.
Esta fuerza se genera por la presion que ejerce la carga hidrostatica debido a
los diferentes niveles de las superficies liquidas en el mismo viscosimetro. La
viscosidad cinemética de los zumos estudiados se ha determinado

experimentalmente usando la siguiente ecuacion:
V (cps) = d (g/ml) * C (m?/s/s) * t (s)

Siendo, v, la viscosidad cinematica de la muestra, C, constante del
viscosimetro, t, tiempo de caida y d, la densidad del zumo calculada con el

picnémetro.

El valor de la constante “C” del viscosimetro utilizado es 0,018439 m?/s/s.
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3.2.5. Determinacion de la densidad.

El picndmetro o botella de gravedad especifica, es un frasco con un cierre
sellado de vidrio que dispone de un tapdn provisto de un finisimo capilar, de tal
manera que puede obtenerse un volumen con gran precision. Esto permite
medir la densidad de un fluido, en referencia a la de un fluido de densidad

conocida como el agua o el mercurio.

Para llenar el picnébmetro se quita el tapon esmerilado, que estid hueco o
perforado y se afiade de muestra. El liquido subira por el interior del tapon
hasta el capilar. Puede ocurrir que incluso rebose, en cuyo caso se seca

cuidadosamente por fuera.

Figura 3.6. Picnémetro. (es.wikipedia.org).

El método usado para calcular la densidad fue el siguiente:

Primero se pesa el picndmetro vacio.

e En segundo lugar se llena el picnébmetro de zumo y se pesa,
asegurandose de que el liquido suba por el capilar.

e Luego se resta el peso del picndmetro lleno de zumo y el peso del
picnoémetro vacio, para poder obtener el peso del zumo en ese volumen.

e Por ultimo podemos calcular la densidad ya que en el picnémetro

tenemos su volumen constante (v):

Densidad (Kg/L) = Peso del zumo (Kg)/Volumen (L)
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3.2.6. Determinacién de la acidez valorable.

Lo primero que se hizo para calcular la acidez valorable fue preparar los
reactivos: hidréxido sédico 0,25M vy biftalato potasico 0,025M.

Posteriormente se realiza la factorizacion de la sosa, para ello se afiadio
NaOH en la bureta hasta llenarla y en un vaso se afadieron 20ml de biftalato
potasico 0,025M con unas gotas de fenolftaleina. En el vaso fue cayendo la
NaOH hasta que el biftalato del vaso viré a un color rosa. Esto nos indica que
hemos ajustado el pH hasta 8,1. Se mide la NaOH gastada con la bureta y se

realiza la siguiente operacion:
NaOH(N) = (20mI*0,25M)/ml de NaOH gastados

Al realizar esta operacion obtenemos el valor real de la normalidad de la
NaOH. Una vez realizada la factorizacién ya podemos proceder a la realizacion
de la determinacion de la acidez valorable. Para realizarla seguimos los
siguientes pasos:

1. Llenamos la bureta de NaOH.

2. Afadimos en un vaso 25 ml de zumo y unas gotas de fenolftaleina.

3. Vamos afadiendo NaOH al vaso que contiene el zumo hasta que el

zumo vire a color rosa.

4. Una vez que ha virado se mide con la bureta el NaOH gastado.

A continuacion se calcula la acidez valorable con la siguiente formula.

La acidez valorable, Cy*, se expresa como los moles de H* por litro de

zumo. Y se calcula con la siguiente férmula:

CH+ = (looo*VNaOH*C)/Vzumo
Donde:

e Vyaon: €s el volumen, en mililitros, de hidréxido sddico usado para la
determinacién de la acidez valorable.

e Voumo. €s el volumen, en mililitros, de la muestra de zumo, en éste caso
el volumen de zumo fue 25 ml.

e C: es la concentracion, en moles por litro, de la solucion de hidroxido
sodico.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Seleccion y puesta a punto de un método de andlisis de perfiles de

azucares.

Lo primero que se realizé fue la optimizacion y puesta a punto del método
de analisis por HPAE-PAD para la determinacion de perfil de azlucares en

zumos de frutas, jarabes de glucosa y azUcar invertido.

Como muestras para realizar ésta puesta a punto se tomaron 4 azlcares
de jarabe de glucosa (los designados como: Z10, Z11, Z13 y Z15), tres zumos
concentrados (de naranja, manzana y pifia) y tres zumos comerciales (también
de naranja, manzana y pifia). La optimizacion de las condiciones de trabajo se
hizo variando la concentracién de NaOH en la fase mavil, el flujo y la dilucion
de las muestras; para buscar las mejores condiciones de analisis. La fase maovil
se modificé entre 40mM y 120mM. Se observo que la concentracion optima de
hidréxido sddico en la fase movil es de 80Mm. Respecto al flujo se ensayo6 en
un rango desde 0,70ml/min hasta 1ml/min, los mejores resultados de analisis

se obtuvieron a un flujo de 0,70ml/min.

Con respecto a la preparacion de las muestras se estudio el efecto de la
concentracion de la muestra. Se trata de obtener un cromatograma que permita
la deteccion e identificacion de los distintos azlcares presentes en cada
muestra. Para ello los jarabes de glucosa y los zumos concentrados se
diluyeron x1000, x2000 y x4000, de estas tres diluciones los mejores
resultados, en cuanto a deteccion y resolucion, se obtuvieron con las muestras
diluidas x1000, tanto para los zumos concentrados como para los jarabes de
glucosa. Respecto a los zumos comerciales, se analizaron diluidos x200, x400

y x800. La dilucién seleccionada en este caso fue x200.
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Con estos resultados se concretaron unas condiciones Optimas de

preparacion de la muestra y de analisis:

e Los azlcares y los zumos concentrados se diluyen x1000, y los zumos
comerciales y los naturales x200. Ademas, todas las muestras se filtran con
un filtro de 0,45um antes de ser analizadas, segun se describe en

materiales y métodos.

e Las condiciones de separacion y deteccion de las muestras seran las
siguientes: como fase estacionaria se usa una columna de intercambio
aniénico metrosep-carbl de 5um de tamafio de particula y dimensiones
150x4mm, termostatizada a 32°C. La fase movil es NaOH 80 Mm a un flujo
de 0,70ml/min, el volumen de muestra 10ul y el sistema de deteccion por

amperometria de pulson con pulsos de 50mV (PAD).
4.2. Andlisis de jarabes de glucosay azUcares invertidos

Una vez optimizadas las condiciones de andlisis se analizaron diferentes
muestras de jarabe de glucosa y azucar invertido, disponible en el mercado. Es
de esperar que los azucares invertidos contengan glucosa, fructosa v,
dependiendo del grado de hidrdlisis, una proporcibn mayor o menor de
sacarosa. Los jarabes de glucosa, procedentes de la hidrélisis de almidén
contienen glucosa y fructosa, procedente de la isomerizacion de glucosa y
trazas de algunos disacaridos, principalmente maltosa. Tambien es posible que

contengan algun otro oligosacarido.

Se analizaron un total de diez muestras, designadas de la Z10 a la Z19.
De ellas todas son jarabes de glucosa y fructosa excepto la muestra Z17 que

es azucar invertido, como queda recogido en la Tabla 4.1.
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Tabla 4.1. Jarabes de glucosa y azUcares invertidos analizados.

Identificacion Caracteristicas ° Brix
Z10 Jarabe de glucosa-fructosa 70.3
Z11 Isoglucosa 71.3
Z12 Jarabe de glucosa
Z13 Jarabe de fructosa y glucosa F42 69.6
Z14 Jarabe de fructosa y glucosa F42 69.2
Z15 Jarabe de fructosa y glucosa F42 69.2
Z16 Jarabe de fructosa y glucosa F42 67.0
Z17 Jarabe de azucar invertido F48 67
Z18 Jarabe de fructosa y glucosa F55 74.6
Z19 Jarabe de glucosa y fructosa F85 74

Todas las muestras se prepararon como se ha indicado anteriormente y
se analizaron en las condiciones Optimas seleccionadas. Los cromatogramas
obtenidos de cada muestra estan recogidos en las Figuras 4.1 a la 4.10. En
ellos se observa el perfil de azlcares obtenido para cada muestra analizada.

Los compuestos identificados han sido glucosa, fructosa, sacarosa y maltosa.

La Figura 4.1 recoge el cromatograma de la muestra Z10 que procede de
almidon hidrolizado, como lo demuestra la presencia de maltosa. Sin embargo
también se observa sacarosa que no debia de estar presente. Este resultado
se puede atribuir a la presencia de sacarosa como impureza o a la presencia
de azlcar invertido que aporta glucosa, fructosa y sacarosa si no se ha

hidrolizado por completo.
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Figura 4.1. Perfil de azlcares de Z10.

La Figura 4.2 representa el cromatograma correspondiente a la muestra
Z11 descrita como isoglucosa. Muestra un cromatograma caracteristico de un
almiddn hidrolizado, donde parte de la glucosa se ha isomerizado a fructosa, y
guedan restos de maltosa no hidrolizada ¢ dimerizada tras la hidrdlisis.

Coincide por tanto con la descripcion de la muestra Z11 que es isoglucosa.
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Figura 4.2. Perfil de azUcares de Z11.
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La Figura 4.3 el cromatograma corresponde a una muestra descrita como
jarabe de glucosa. La presencia de maltosa evidencia su origen a partir de
almidon hidrolizado, el bajo contenido en fructosa indica que la isomerizacion
de la glucosa ha sido muy débil. Sin embargo, la presencia de sacarosa no se
puede explicar por su origen segun esta descrito en sus especificaciones a
partir de almidén. Al igual que sucede con la muestra Z10 (Figura 4.1) la
presencia de sacarosa solo se puede justificar por adicién de este disacarido
de modo intencionado 6 accidental. El bajo contenido en fructosa hace pensar
gue puede contener sacarosa pero no azUcar invertido, ya que en ese caso la

presencia de fructosa seria mayor.
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Figura 4.3. Perfil de azlcares de Z12.

Las Figuras 4.4 a la 4.7 muestran los cromatogramas de las muestras Z13
a Z16 descritas como jarabes de glucosa y fructosa F42 (Taba 4.1). La
nomenclatura F42 hace referencia al contenido relativo en fructosa. En los
cuatro casos los cromotogramas obtenidos son los tipicos de jarabes de
glucosa. La presencia de maltosa justifica su origen de almidén y la fructosa la
isomerizaciéon de glucosa en fructosa, no hay trazas de sacarosa como es de

esperar en productos obtenidos a partir de almidén.
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Figura 4.4. Perfil de azlcares de Z13.
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Figura 4.6. Perfil de azlcares de Z15.
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Figura 4.7. Perfil de azlcares de Z16.

La Figura 4.8 recoge el cromatograma del Unico azucar invertido
analizado. En él se aprecian los picos de glucosa y fructosa y trazas de
sacarosa. La cantidad de sacarosa tan pequefia demuestra un alto grado de
hidrolisis. La ausencia de maltosa prueba que este azlcar no procede de

almidon.
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Figura 4.8. Perfil de azlcares de Z17.

Las Figuras 4.9 y 4.10 representan los cormatogramas de las muestras
Z18 y 719, correspondientes a azUcares producidos a partir de almidén con
distinto grado de isomerizacion de glucosa en fructosa. La muestra Z18,
designada como F55 debe tener un contenido en fructosa menor que la
muestra Z19 designada como F85. En la Figura 4.9 correspondiente a la
muestra Z18 se observan los picos correspondientes a glucosa y fructosa,
trazas de maltosa y nada de sacarosa, como corresponde a su origen de
almidon hidrolizado. En el cromatograma de la muestra Z19 (Figura 4.10) se
observan los picos correspondientes a glucosa y fructosa. El pico de fructosa
es mayor que en la muestra Z18 (Figura 4.9) como es de esperar segun las
especificaciones de cada producto. La muestra Z19 tiene el mayor contenido
en fructosa de todos los azucares analizados, coincidiendo con su descripcion
como F85. Sin embargo no se detectan tazas de maltosa, es el Unico jarabe de

glucosa que no presenta maltosa.
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Figura 4.10. Perfil de azucares Z219.

Continuando con los resultados de estos andlisis, la Tabla 4.2 muestra los
datos extraidos de los cormatogramas: tiempos de retencién, porcentaje de
area correspondiente a cada compuesto en el cromatograma, y las relaciones
de area entre los distintos azucares presentes. Estos ultimos valores se
obtuvieron a fin de establecer ademas del perfil de azlcares una relacion entre
los distintos azlcares presentes en cada muestra, ya que la relacién de
azucares se puede usar junto con el perfil de azlUcares como criterio de

autentificacion.
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Tabla 4.2. Tiempos de retencidn, porcentajes de area y relacién de azulcares en los jarabes de

glucosa y azlcares invertidos estudiados.

Azlcar Glucosa | Fructosa | Sacarosa | Maltosa
tr (min) 21.73 27.49 34.04 66.60
Producto
] Caracteristicas Glc/Fruc
comercial
Z10 Jarabe de glucosa-fructosa 55.654% | 29.06% 3.327% 2.036% 1.915
711 Isoglucosa 59.323% | 21.013% - 16.868% 2.823
712 Jarabe de glucosa 72.575% | 5.827% 16.229% | 0.996% 12.455
Jarabe de fructosa y glucosa .
713 54.818% | 27.128% - 1.176% 2021
F42
Jarabe de fructosa y glucosa
714 55.858% | 29.082% - 0.968% 1.921
F42
Jarabe de fructosa y glucosa
715 59.151% | 39.73% - 1.118% 1.489
F42
Jarabe de fructosa y glucosa
716 60.322% | 39.012% - 0.666% 1.546
F42
717 Jarabe de an:;ar invertido | o5 ca60s | 35.854% 0.56% 3 1748
Jarabe de fructosa y glucosa
718 60.209% | 39.012% - 0.779% 1.543
F55
Jarabe de glucosa y fructosa
719 45.196% | 54.804% - - 0.825
F85

En principio la sacarosa debia estar presente solo en la muestra Z17 que

es un azucar invertido. Sin embargo también se observa sacarosa en las

muestras Z10 y Z12 como ya se ha comentado. Respecto a la maltosa deberia

aparecer en todas las muestras de jarabe de glucosa, es decir, todas las

muestras analizadas excepto la Z17. Esto se cumple para todas las muestras

menos para la Z19, ya que tiene un alto grado de isomerizacion y no presenta

maltosa. Si nos fijamos en la relacibn Glucosa/Fructosa, todos estan en el

rango entre 1,48 de Z15 y 2,82 de Z11, excepto Z12 que es un jarabe de

glucosa pobre en fructosa, que ademas de maltosa, contiene sacarosa y
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muestra una relacion Glucosa/Fructosa del orden de 6 veces mayor que los
demas azlcares estudiados. Esta observacién lleva a pensar que se trata de
una mezcla de jarabe de glucosa de baja isomerizacion y sacarosa poco 0
nada hidrolizada. Respecto a la muestra Z19 la relacion de Glucosa/Fructosa
es de 0,82, la mas baja de todas. Esto coincide con sus caracteristicas de
jarabe de glucosa con alto grado de isomerizacién (F85).

De los resultados recogidos en la Tabla 4.2 se observa como en general a
partir de almidon hidrolizado e isomerizado se obtiene una relacion
Glucosa/Fructosa del mismo orden que la que se obtiene mediante la hidrolisis

o inversion de la sacarosa.

4.3. Perfiles de azUcares de zumos concentrados.

Tras el andlisis de azlUcares se procedid a analizar los zumos
concentrados de naranja, manzana y pifla. Estos productos se emplean
habitualmente en las industrias para la elaboracion de zumos a base de
concentrado. Para su analisis cada uno de los tres zumos se diluyé por un
factor de 1000 con agua, se filtr6 por un filtro de 0,45um, y se analizé por

HPAEC-PAD segun el procedimiento descrito.

La Figura 4.11 muestra el cromatograma del perfil de azucares del zumo
concentrado de naranja. En este cromatograma se observa a los 6.5 minutos
un pico que se ha identificado como mioinositol éste es un compuesto propio
de la naranja, que esta presente en los citricos en general y también en otros
vegetales. Mas tarde eluyen glucosa, fructosa y sacarosa con tiempos de
retencion similares a los obtenidos en el analisis de azlcares para estos

mismos compuestos.
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Figura 4.11. Perfil de azlcares de zumo concentrado de naranja.

La Figura 4.12 recoge el cromatograma del perfil de azucares del zumo
concentrado de manzana. En este cromatograma vemos a los 12.21 minutos el
pico del sorbitol que como ya hemos comentado es un azucar alcohol presente
de forma natural en algunas frutas como manzanas, peras y albaricoques (Silva
et al.; 1999). Al igual que en la naranja aparecen los azlcares glucosa, fructosa

Yy Sacarosa.
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Figura 4.12. Perfil de azlcares de zumo concentrado de manzana.
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El perfil de azucares del zumo concentrado de pifia esta representado en
la Figura 4.13. En este cromatograma nos encontramos sélo los tres picos
correspondientes a los tres azlUcares descritos en este zumo y que

habitualmente tienen todas las frutas, estos son: glucosa, fructosa y sacarosa.
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Figura 4.13. Perfil de azlGcares de zumo concentrado de pifia.

Los perfiles de azlucares obtenidos permiten diferenciar facilmente una
fruta de otra ya que la naranja tiene mioinositol, la manzana sorbitol y la pifia no

tiene ningln componente propio que la caracterice.

La Tabla 4.3 muestra los resultados de los analisis por HPAEC-PAD de
los zumos concentrados. Se han recogido los tiempos de retencion, los
porcentajes de area de cada pico y la relacion de azucares al igual que en la
Tabla 4.2, en este caso no aparece la maltosa ya que éste no es un azlcar
presente de forma natural en las frutas, se detecta sin embargo el sorbitol en el
zumo de manzana y el mioinositol en la naranja. El azUcar que aparece en
mayor proporcion en los tres zumos concentrados es la glucosa y sobre todo
en la pifa, ya que su proporcidbn es mayor que en los demas zumos
concentrados. Asi, la relacion glucosa/fructosa es mayor en la pifia, seguido de
la naranja, con la manzana en tercer lugar. La fructosa esta en mayor
concentracion en la manzana que en la naranja y la pifia, mientras que la

naranja tiene un mayor contenido en sacarosa seguido de la pifia y la manzana
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en tercer lugar. Si se comparan las relaciones fructosa/sacarosa la mayor es

para la manzana, después la pifia y la naranja, con valores muy proximos.

Tabla 4.3. Tiempos de retencion, porcentajes de area y relacién de azucares en los zumos
concentrados de naranja, manzana y pifia.

Azlcar nl\cil;ci)tic-)l Sorbitol | Glucosa | Fructosa | Sacarosa
tr (min) 6.5 12.21 21.73 27.49 34.04
Zumo Glc/Fru | Glc/Sac | Fru/Sac
Naranja | 7.441% - 41.068% | 17.999% | 33.317% 2,282 1,233 0,54
Manzana - 8.317% | 38.396% | 29.273% | 20.409% 1,312 1,881 1,434
Pifia - - 52.472% | 17.689% | 29.456% 2,966 1,781 0,6

De estos analisis se observa que por el perfil de azlcares es sencillo
reconocer un zumo de naranja, por la presencia de mioinositol. El perfil del
zumo de manzana se caracteriza por la el pico de sorbitol. Mientras que la pifia

no tiene un compuesto caracteristico en su perfil de azucares.

4.4. Andlisis del perfil de aztcares en zumos naturales.

Ademas de los zumos concentrados, también se analizaron zumos de
naranja, manzana y pifia obtenidos en el laboratorio a partir de fruta fresca. El
objetivo ha sido comparar el perfil de aztcares entre los zumos concentrados y
los naturales recién obtenidos. Los andlisis se realizaron preparando las
muestras de manera similar a las anteriores pero diluyendo x200 en lugar de

x1000 antes de filtrar y analizar la muestra.

Respecto a los cromatogramas de los zumos naturales mostrados en las
Figuras 4.14, 4.15 y 4.16 decir lo mismo que hemos comentado con los
cromatogramas de los zumos concentrados. Como se observa, se puede
determinar y autentificar el origen de cada zumo segun su cromatograma. Asi,
los tres zumos contienen glucosa, fructosa y sacarosa, pero el zumo de naranja
contiene mioinositol como compuesto caracteristico, el de manzana contiene

sorbitol y la pifia no muestra ninglin compuesto exclusivo de esta fruta.
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Si se comparan los cromatogramas de los zumos naturales con los de los
concentrados observamos que en el zumo de naranja natural hay mas
sacarosa que en el concentrado. Al contrario de lo que se observa en el zumo
de manzana, donde sacarosa y sorbitol dan picos mas pequefios en el zumo
natural cuando éstos se comparan con los picos de glucosa y fructosa. En
cuanto a la pifia natural se observa un pico mayor para la sacarosa en el zumo

fresco que en el concentrado al igual que ocurre con la naranja.
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Figura 4.14. Perfil de azlcares de zumo natural de naranja.
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Figura 4.16. Perfil de azlcares de zumo natural de pifia.

La Tabla 4.4 muestra los datos obtenidos de los cromatogramas. Se han
recogido los tiempos de retencion, porcentaje de area de cada compuesto y

relacion de azUcares.

Tabla 4.4. Porcentajes de &rea y relacién de azUcares en zumos naturales estudiados.

Azlcar ing/lsiiotol Sorbitol | Glucosa | Fructosa | Sacarosa
tr (min) 6.5 12.33 21.73 27.49 34.04
Zumo Glc/Fru | Glc/Sac | Fru/Sac
Naranja | 2,188% - 36,369% | 17,103% | 45,372% 2,126 0,801 0,377
Manzana - 2,248% | 36,923% | 50,969% | 7,76% | 0,724 | 4,758 | 6,568
Pifia - - 31,993% | 18,773% | 49,234% 1,704 0,65 0,381

Si comparamos estos datos con los de la Tabla 4.3 de zumos
concentrados vemos que los compuestos de cada zumo son los mismos pero
los porcentajes de areas y las relaciones de azUcares varian. Como ya se ha
descrito en la observacion de los cromatogramas. Estas variaciones se pueden
atribuir a las variedades de frutas empleadas que no coinciden con las de los
zumos concentrados y también al estado de maduracién en el que se
encuentre la fruta. Asi se observa en la naranja como la relacion
Glucosa/Fructosa es parecida pero las relaciones Glucosa/Sacarosa Yy
Fructosa/Sacarosa son distintas por el mayor porcentaje de sacarosa del zumo

fresco. En la manzana las relaciones de azUcares son muy diferentes en el
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zumo fresco respecto al zumo concentrado debido probablemente a que se
trate de variedades de manzana diferentes. El zumo fresco tiene un contenido
en sacarosa menor que el zumo concentrado. En cuanto a la pifia, se observan
variaciones en las tres relaciones de azucares. En conjunto comparando los
zumos concentrados con los naturales, se observa que se puede autentificar
cada zumo por su perfil de azlcares pero no por la relaciones de azlcares que
presentan ya que estas se ven influidas por distintos factores, entre ellos la

variedad y el estado de maduracion.
4.5. Analisis de zumos reconstituidos.

Una vez conocidos el perfil de azlcares de los jarabes de glucosa, zumos
concentrados y naturales se procedié a construir los sistemas modelo de
zumos reconstituidos a partir de zumo concentrado con distintos jarabes de
glucosa afadidos. El objetivo fue comprobar si con el método de andlisis para
determinar el perfil de azlicares se pueden detectar los azUcares afiadidos a un

zumo elaborado a partir de concentrado.

Preparando los zumos como se describe en materiales y métodos se
obtuvieron 12 zumos reconstituidos, 4 de naranja, 4 de manzana y 4 de pifia. A
cada uno de estos 4 zumos de naranja se le afadié un jarabe de glucosa
diferente, y lo mismo se hizo con los zumos de manzana y los de pifia. De los
10 azucares analizados se seleccionaron 4 jarabes de glucosa (Z13, Z14, Z15
Y Z16, los que tienen la -calificacibn F42) para obtener los zumos

reconstituidos.

Para comprobar la bondad del método en la deteccién de azucares
afadidos, los zumos reconstituidos se analizaron a dos diluciones diferentes,
una fue x25 y la otra x200. En los andlisis habituales de zumos estos suelen
diluirse por un factor de 1000. La dilucién x25 permite detectar la presencia de
maltosa pero glucosa, fructosa y sacarosa salen con los picos solapados ya
gue la concentracion de la muestra es muy grande y la columna no tiene
capacidad para separar correctamente los distintos compuestos. La maltosa se
puede detectar por su elevado tiempo de retencion que la hace salir varios

minutos después que el resto de azucares. La dilucion x200 da un
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cromatograma con el perfil de azlcares del zumo pero la maltosa presente en
el jarabe de glucosa afadido quedara a una concentracion tan baja que no se
detecta. La presencia de maltosa evidencia la adicion de jarabe de glucosa. En
las condiciones habituales de andlisis, diluyendo la muestra de zumo x1000 la

maltosa pasaria desapercibida.

Las Figura 4.17 a 4.20 recogen los cromatogramas de los zumos de
naranja reconstituidos. Cada Figura representa el cromatograma
correspondiente a la muestra diluida x200, y en un inserto en cada Figura se
incluye el cromatograma de la misma muestra diluida x25. Podemos ver como
los perfiles cromatogréficos de los zumos reconstituidos diluidos x200 y diluidos
x25 son muy diferentes. El perfil de la muestra diluida x25 muestra bien
resueltos los picos correspondientes al mioinositol y la maltosa, la glucosa no
termina de resolverse bien y los picos de fructosa y sacarosa salen solapados y
sin una clara separacion. Esta dilucion nos permite determinar que el zumo es
de naranja, por la presencia de mioinositol, y también que se le ha afadido

jarabe de glucosa, como lo demuestra la deteccion de maltosa.

En las muestras diluidas x200 no se detecta maltosa, por lo que en un
andlisis rutinario en el que el zumo suele diluirse x1000 la maltosa puede no

verse y no se detectaria la adicion de azucar.
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Figura 4.17. Perfil de azlcares de zumo reconstituido de naranja con jarabe de glucosa (Z13).
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Figura 4.18. Perfil de azGcares de zumo reconstituido de naranja con jarabe de glucosa (Z14).
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Figura 4.19. Perfil de azGcares de zumo reconstituido de naranja con jarabe de glucosa (Z15).

uA A
6.5

-GLUcCOSA

6.0 55

5.57

5.01 40

“MiOINOSITOL

4.57

-FRUCTOSA

4.01

3.5

"~-GLUCOSA

3.01

2.57

2 46 8 1012 1416182022242 2830 % 34 3 38 40 42 44 46 48 50 52 54 56 58 60 62 64 66 68 70 72 74 76 min

Diluido x25

2.0

1.5

1.01

0.5

>'SACAROSA

[-FR UCTOSA

y

SN N N S S N S S N N S S S S S S N S N N I S N N I N M N N S N R S S N N
002 46 8 1012 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 42 44 46 48 50 52 54 56 58 60 62 64 66 68 70 72 74 76 min

%'M IOINOSITOL

Cell

Diluido x200

Figura 4.20. Perfil de azGcares de zumo reconstituido de naranja con jarabe de glucosa (Z16).
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La Tabla 4.5 muestra los resultados de los analisis por HPAEC-PAD de
los zumos de naranja reconstituidos diluidos x200. Al igual que en los estudios
anteriores se han recogido los datos de tiempo de retencidén, porcentaje de
area correspondiente a cada compuesto en el cromatograma, y se han

calculado las relaciones de area entre los distintos azucares presentes.

Comparando estos resultados con los del zumo concentrado y natural de
naranja recogidos en las Tablas 4.3 y 4.4, se observa como varian los
porcentajes de areas y las relaciones de azucares: Glucosa/Fructosa y
Glucosa/Sacarosa, la relacion Fructosa/Sacarosa varia menos. La relacion
glucosa/fructosa en el zumo concentrado es de 2,26 y en el natural de 2,13.
Aqui los valores oscilan entre 16,8 y 29, es decir, del orden de 10 veces
superior. La relacion glucosa/sacarosa también seria unas 10 veces superior y
solo la relacion fructosa/sacarosa mantiene unos valores parecidos a los del
zumos concentrado y natural. Aqui un andlisis rutinario si puede evidenciar la
adicién de azucares al zumo reconstituido por la diferente relacion de azlcares
encontrada. De los cuatro sistemas modelo de zumos reconstituidos el que
méas se podria parecer al zumo de naranja concentrado seria el zumo de
naranja reconstituido con Z16, ya que es el que tiene unos valores de
porcentaje de area y relaciones de azlUcares mas bajos, pero aun difieren
mucho con el zumo concentrado de partida.

Tabla 4.5. Tiempos de retencidn, porcentajes de area y relacién de azucares en zumos de
naranja reconstituidos.

Azlcar Mioinositol Glucosa Fructosa Sacarosa
. 6.5

tr (min) 21.73 27.49 34.04

Zumo Glc/Fru Glc/Sac | Fru/Sac
Nag"i.”’i‘;og 13 11,95% 77,82% 3,496% 6,682% 22,24 11,645 | 0,523
Nagrlizggu 15,068% | 77,350% 2 668% 4,883% 28,996 | 15842 | 0,546
Nagrlizggls 11,6% 78,115% 3,265% 7,02% 23,921 | 11,126 | 0,465
Na{i{”izzé 181 10,70% 74,843% 4,443% 10,014% 16,846 7,474 0,444
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Asi, a partir de los resultados de este estudio observamos que en un
analisis rutinario con el zumo diluido x1000, aunque la maltosa no se detecte, si
gue se observa un incremento de glucosa que modifica las relaciones de
azucares mas de lo que seria esperado o mas de lo que se podria justificar
considerando el origen o estado de madurez diverso del zumo de partida. Es
decir el analisis por HPAED-PAD con independencia de la dilucién de la
muestra permite detectar azUcares afadidos porque se altera de manera

significativa la relacion de azUcares.

Las Figuras de la 4.21 a la 4.24 recogen los cromatogramas
correspondientes al perfil de azucares obtenido para los zumos de manzana
reconstituidos analizados diluyendo las muestras x200 y x25. Los ensayos se
han hecho al igual que con el zumo de naranja adicionando 4 jarabes de

glucosa correspondientes a Z13, Z14, Z15y Z16.
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Figura 4.21. Perfil de aztcares de zumo reconstituido de manzana con jarabe de glucosa
(Z213).

85



Andlisis del perfil de aztcares en la autentificacion de zumos de frutas
Resultados y Discusion

uA
6.5 65

-GLUCOSsA

“-GLUCOSA

4.51

“FRUCTOSA

4.01 25

-SORBITOL

<
«
0
4
<
o
<
¢

3.5

2 4 6 8 10121416 1820 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 42 44 46 48 50 52 54 56 58 60 62 64 66 68 70 72 74 76 min

Diluido x25

“-FRUCTOSA

0.51

>'SORBITOL
>'SACAROSA

Y Vi

Cell
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
0 2 4 6 8 1012 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 42 44 46 48 50 52 54 56 58 60 62 64 66 68 70 72 74 76 min

Diluido x200

Figura 4.22. Perfil de azGcares de zumo reconstituido de manzana con jarabe de glucosa
(Z14).
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Figura 4.23. Perfil de aztcares de zumo reconstituido de manzana con jarabe de glucosa
(215).
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Figura 4.24. Perfil de azlcares de zumo reconstituido de manzana con jarabe de glucosa
(Z16).

Si comparamos los perfiles de azlcares a distintas diluciones se observa
lo mismo que en los zumos reconstituidos de naranja, que cuando el zumo esta
més concentrado en la dilucion x25 se detectan claramente sorbitol y maltosa.
Es decir, a partir de este cromatograma se puede afirmar que se trata de
zumos de manzana, por la presencia de sorbitol, y que se le ha afiadido jarabe
de glucosa por la presencia de maltosa. En la dilucion x200 no se detecta
maltosa y si se ve claramente el perfil de azlcares caracteristico de un zumo
de manzana. Asi como ocurre con la naranja. En los analisis rutinarios la
maltosa no se detectaria ya que se realizan con una dilucion x1000. Debido a
esto se tienen que estudiar los cambios en las relaciones de azucares para

poder detectar azUcares afadidos.

La Tabla 4.6 muestra los resultados de los analisis por HPAEC-PAD de
los zumos de manzana reconstituidos diluidos x200. Al igual que en los
resultados anteriores se han recogido los datos de tiempos de retencion,
porcentaje de area correspondiente a cada compuesto en el cromatograma, y

se han calculado las relaciones de area entre los distintos azlcares presentes.
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Tabla 4.6. Tiempos de retencién, porcentajes de area y relacién de azlcares en zumos de

manzana reconstituidos.

Azlcar Sorbitol Glucosa | Fructosa | Sacarosa
tr (min) 12.33 21.73 27.49 34.04
Zumo Glc/Fru | Glc/Sac | Fru/Sac
Manzana + Z13 75415% | 12.993% | 4.986% | >804 | 15125 | 2,606
: 2,9%
Dil. x200
Marl‘jzif‘”é;oz“ 2,56% | 73,494% | 13,827% 5,1% 5315 | 14,411 | 2,711
Marl‘jzifmngozls 3,320 | 72,436% | 13,901% | 5319% | 5211 | 13618 | 2,613
Marl‘DZ”a”XaZSOZlG 4466% | 6921% | 15.687% | 7.723% | 4412 | 8961 | 2031

Comparando estos resultados con los del zumo concentrado de manzana
de la Tabla 4.3, se observa como varian los porcentajes de areas y las
relaciones de azucares: La relacion Glucosa/Fructosa que es 1,3 en el zumo
concentrado (Tabla 4.3) y 0,7 en el natural (Tabla 4.4). Aqui es entre tres y
cuatro veces mayor que en el zumo concentrado y entre 6 y 8 veces mayor que
en el zumo natural. De la misma manera la relacion Glucosa/Sacarosa
aumenta en los zumos reconstituidos entre 5 y 8 veces con respecto al zumo
concentrado y entre 2 y 3 veces con respecto al zumo natural. La relacion
Fructosa/Sacarosa aumenta en menor proporcion entre 1,8 y 1,4 veces. En
conjunto se observa como las relaciones de azucares aumentan porque se
adicionan azucares ricos en glucosa y fructosa. Los porcentajes de areas y a
las relaciones de azUcares de los cuatro zumos reconstituidos son muy
diferentes a las del zumo de manzana concentrado pero el que mas se podria
parecer al zumo de manzana concentrado seria el zumo de manzana
reconstituido con Z16, ya que es el que tiene unos valores de porcentaje de

area y relaciones de azlcares mas bajos.

Los cromatogramas donde podemos ver el perfil de azucares obtenido
para los zumos de pifia reconstituidos y analizados diluidos x200 y x25, se
muestran en las Figuras 4.25, 4.26, 4.27 y 4.28. Solo se ha incluido el
cromatograma correspondientes a la dilucion x25 en el zumo reconstituido con
Z13 (Figura 4.25), pero son similares a los obtenidos en los casos anteriores, y

evidencian la adicion de jarabe de glucosa por detectarse maltosa.
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Figura 4.25. Perfil de azlicares de zumo reconstituido de pifia con jarabe de glucosa (Z13).
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Figura 4.26. Perfil de azlcares de zumo reconstituido de pifia con jarabe de glucosa
(Z14).
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Figura 4.27. Perfil de azGicares de zumo reconstituido de pifia con jarabe de glucosa (Z15).
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Figura 4.28. Perfil de azlicares de zumo reconstituido de pifia con jarabe de glucosa (Z16).

De la misma manera que en los casos anteriores, al diluir el zumo x200

no se

observa maltosa. Asi, en un analisis rutinario con el zumo diluido x1000

la maltosa no se detecta. Estos cromatogramas muestran e perfil de azlcares

caracteristico del zumo de pifia en el que muestra glucosa, fructosa y sacarosa.

Es necesario recurrir nuevamente a las relaciones de azucares para poder

detectar azucares afadidos en estos zumos.
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Observando los perfiles de azlUcares de los zumos de naranja
reconstituidos y los zumos de manzana podriamos diferenciar uno del otro, ya
gue los zumos de naranja contienen mioinositol, que es un compuesto propio
de la fruta fresca, y los zumos de manzana contienen sorbitol, que también es
un compuesto propio de la fruta fresca. Sin embargo, el zumo de pifia no
contiene un azUlcar caracteristico de esta fruta ni otro compuesto caracteristico
gue se detecte con este método, por lo que para su autentificacion habria que

recurrir a otros analisis para detectar otros compuestos propios de esta fruta.

La Tabla 4.7 muestra los resultados de los analisis por HPAEC-PAD de
los zumos de pifia reconstituidos diluidos x200. Al igual que en los resultados
anteriores se han recogido los datos de porcentaje de tiempo de retencion,
area correspondiente a cada compuesto en el cromatograma, y se han
calculado las relaciones de area entre los distintos azlcares presentes.

Tabla 4.7. Tiempos de retencién, porcentajes de area y relacion de azlcares en zumos de pifia
reconstituidos.

Azlcar Glucosa | Fructosa | Sacarosa

tr (min) 21.73 27.49 34.04

Zumo Glc/Fru | Glc/Sac | Fru/Sac
Pifia + 13 0 o .

Dil. x200 80,749% 6,228% 12,07% 12,965 6,69 0,516
Pifia + 214 o 0 0

Dil. x200 77,956% 6,744% 13,017% 11,559 5,989 0,518
Pifia + Z15

Dil. x200 76,833% 7,235% 13,289% 10,62 5,782 0,544
Pifia + Z16

Dil. x200 78,666% 6,067% 13,297% 12,966 5,916 0,456

Comparando los resultados del zumo concentrado de pifia de la Tabla 4.3
con los zumos reconstituidos de la Tabla 4.6, se observa como varian los
porcentajes de areas y las relaciones de azlcares: Glucosa/Fructosa y
Glucosa/Sacarosa, menos la relacion Fructosa/Sacarosa que no varia casi
nada. La relacion glucosa/fructosa aumenta del orden de 4 veces con respecto
al concentrado, y unas 7 veces con respecto al zumo natural. La relacion
glucosa/sacarosa es 4 y 10 veces mayor que en el zumo concentrado y natural
respectivamente. No hay ningn zumo reconstituido que parezca mas que otro
al zumo de pifia concentrado. En general las relaciones de azucares

Glucosa/Fructosa y Glucosa/Sacarosa aumentan en el zumo reconstituido

91



Andlisis del perfil de aztcares en la autentificacion de zumos de frutas
Resultados y Discusion

como consecuencia de la adicion de jarabe de glucosa rico en estos

monosacaridos.

En conjunto de los analisis de zumos reconstituidos con jarabe de
glucosa, podemos concluir que la maltosa pasaria desapercibida en un analisis
rutinario pero la relacion de azucares varia de manera muy importante, y puede
utilizarse como criterio para evidenciar la presencia de azucares afadidos en

un zumo reconstituido a partir de zumo concentrado.

4.6. Analisis del perfil de azdcares en zumos comerciales.

Para comprobar la validez y utilidad de nuestro estudio se analizaron
distintos zumos comerciales de naranja, manzana y pifia adquiridos en distintos

supermercados de los que se obtuvo su perfil de aztcares por HPAEC-PAD.

Asi se analizaron 10 zumos de naranja de tres origenes distintos segun la
casa comercial 1) 100% zumo refrigerado, 2) 100% zumo no refrigerado y 3)

100% zumo no refrigerado procedente de concentrado.

Los zumos no refrigerados deben ser pasteurizados para que se
conserven a temperatura ambiente, este proceso no afecta al contenido en

azucares.

A continuacion, las Figuras 4.29 a la 4.38 muestran los cromatogramas de
los zumos comerciales de naranja analizados. De la observacion de los 10
cromatogramas se deduce que mediante el perfil de azicares no se puede
determinar el origen 6 tipo de procesamiento ya que todos los cromatogramas
son mas o menos iguales. Muestran el perfil caracteristico de un zumo de
naranja, con mioinositol, glucosa, fructosa y sacarosa. Los zumos tienen una
mayor concentracion de glucosa ya que el pico es el mas alto, luego le sigue la

sacarosa y por ultimo la fructosa.
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Figura 4.29. Perfil de azlicares de ZN1 (no de concentrado, refrigerado).
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Figura 4.30. Perfil de azlicares de ZN2 (no de concentrado, refrigerado).
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Figura 4.31. Perfil de azlicares de ZN3 (no de concentrado, refrigerado).
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Figura 4.37. Perfil de azicares de ZN9 (no de concentrado, no refrigerado).
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Figura 4.38. Perfil de azGcares de ZN10 (no de concentrado, no refrigerado).

Los resultados de los analisis se muestran en la Tabla 4.8. Las relaciones
de azlcares son mas o menos uniformes en todos los zumos de naranja
comerciales, difieren de los encontrados en el zumo concentrado y en el zumo
natural. Comparando estas relaciones de azucares con las del zumo de
naranja concentrado (Tabla 4.3) y natural (Tabla 4.4) podemos observar una
gran variacion en la relacion glucosa/fructosa, una pequefia variacion en la
relacion glucosa/sacarosa y ninguna variacion en la relacion fructosa/sacarosa.
El valor medio de la relacion Glucosa/Fructosa de los 10 zumos estudiados es
7,4, esto es 3,2 veces superior al determinado en el zumo de naranja
concentrado y 3,5 veces superior al del zumo natural de naranja. Estas

diferencias tan grandes hacen pensar que el aumento de la relacién
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Glucosa/Fructosa podria ser consecuencia de la adicion de azucares.
Asumiendo esta suposicion, se trataria de una practica generalizada entre los
fabricantes de zumos ya que los zumos comerciales se han seleccionado al
azar y hay una alta coincidencia entre ellos. Si bien hay que tener en cuenta
gue no se han analizado varios zumos de naranja concentrados, de distintos

proveedores, como para sacar unas conclusiones mas definitivas.

Con respecto al porcentaje de area del mioinositol, glucosa, fructosa y
sacarosa mas o menos en todos los zumos es igual, no hay una gran diferencia
en ninguno de ellos.

Tabla 4.8. Tiempo de retencion, porcentajes de area y relaciéon de azlcares en zumos de
naranja comerciales.

Mioinositol

Azlcar Glucosa | Fructosa | Sacarosa
tr (min) 65 21.73 27.49 34.04
Clase ] ] '
Zumo Glc/Fru | Glc/Sac | Fru/Sac
ZN1 14,064% 65,755% 8,91% 23,965% 7,38 2,744 0,372
No de concentrado, o 9 o 0
ZN2 refrigerado 17,949% 60,785% | 8,323% 30,034% 7,303 2,76 0,277
ZN3 10,768% 64,231% | 9,028% 23,268% 7,115 2,76 0,388
ZN4 9,735% 66,915% | 9,601% 22,389% 6,97 2,989 0,429
ZN5 9,629% 66,506% | 7,852% 25,642% 8,47 2,594 0,306
De concentrado, no
fri d
ZN6 refngeraco 12,359% | 61,796% | 8,392% | 28,806% | 7,364 | 2,145 | 0,291
ZN7 12,455% 62,276% 9,06% 27,55% 6,874 2,26 0.329
ZN8 12,143% 67,253% | 7,565% 24,529% 8,89 2,742 0,308
No de concentrado, . 9 o 0
ZN9 no refrigerado 12,614% 67,145% | 10,137% | 21,835% 6,624 3,075 0,464
ZN10 18,854% 60,481% | 8,795% 28,784% 6,877 2,101 0,305

También se analizaron 5 zumos comerciales de manzana de distinto
origen: zumo procedente de concentrado no refrigerado y no procedente de

concentrado refrigerado.

Las Figuras 4.39 a la 4.43 muestran los cromatogramas de los zumos
comerciales de manzana analizados diluidos x200. El perfil de azlcares es
similar para todos ellos, se aprecia el sorbitol en todos, glucosa como azlcar

mayoritario, seguido de fructosa y sacarosa. Asi por el perfil de azGcares no
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podemos distinguir entre un zumo refrigerado no proveniente de concentrado o
un zumo proveniente de concentrado no refrigerado, ya que todos los
cromatogramas son mas o menos iguales. Podemos ver una diferencia con el
zumo de naranja ya que ésta tiene mas sacarosa que fructosa. Ademas se
puede observar al inicio del cromatograma el sorbitol que demuestra que se

trata de zumos de manzana.
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Figura 4.39. Perfil de azlicares de ZM1 (de concentrado).
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Figura 4.43. Perfil de azicares de ZM5 (no de concentrado, refrigerado).

Los resultados de los analisis se muestran en la Tabla 4.9. Comparando
las relaciones de azUcares de ésta Tabla con los de las Tablas 4.3 (zumo de
manzana concentrado) y 4.4 (zumo de manzana natural), podemos observar un
leve aumento en la relacidon glucosa/fructosa y fructosa/sacarosa de los zumos
comerciales respecto al concentrado. Donde se observa un mayor aumento es
en la relacidon glucosa/sacarosa y sobre todo en los zumos ZM1 y ZM2
proveniente de concentrado y no refrigerados. Nos encontramos con una
situacion similar a la del zumo de naranja, pero en este caso las diferencias son
menores, la relacion Glucosa/Fructosa media de los zumos comerciales es de
3,28, este valor es 2,5 veces superior al del zumo concentrado y 4,6 veces
superior al del zumo natural. Por lo que se podria decir que debido a éste
cambio en la relacion glucosa/sacarosa los zumos puede que tenga algun tipo
de adicién de azucar. Esta observacién también podria atribuirse a la variedad
de manzana utilizada en la elaboracion de los zumos. Ya que se trata de una
fruta con un nimero muy elevado de variedades que pueden tener contenidos

en azlcares muy diferentes entre una variedad y otra.

Si comparamos el porcentaje de glucosa de los zumos a base de
concentrado y no refrigerados con el de no de concentrado y refrigerado vemos
gue el porcentaje de glucosa de éste ultimo es menor que el de los zumos a
base de concentrado y no refrigerados. Ocurre al revés en el caso del

porcentaje de fructosa y sacarosa, ya que es mayor en el zumo que no
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proviene de concentrado y es refrigerado con respecto al los zumo a base de

concentrado y no refrigerados.

Tabla 4.9. Tiempo de retencion, porcentajes de area y relacion de azlicares en zumos de
manzana comerciales.

Azlcar Sorbitol | Glucosa | Fructosa | Sacarosa
tr (min) Clase 12.21 21.73 27.49 34.04
Zumo Glc/Fru | Glc/Sac Fru/Sac
De
ZM1 concentrado, 4,853% | 69,938% | 18,819% 5,841% 3,716 11,974 3,222
no
ZM2 refrigerado 3,78% 66,926% | 18,472% 6,449% 3,623 10,378 2,864
ZM3 6,809% | 61,463% | 17,894% | 10,997% 3,435 5,589 1,627
ZM4 6,783% | 62,764% | 18,285% | 10,684% 3,432 5,874 1,711
No de
ZM5 concentrado, | 6,952% | 54,746% | 23,65% 11,972% 2,315 4,573 1,975
refrigerado

Ademas de los zumos de naranja y manzana, se analizaron cinco zumos
de pifia comerciales de distinto origen: zumo procedente de concentrado no
refrigerado, no procedente de concentrado refrigerado y no procedente de

concentrado no refrigerado.

Las Figura 4.44 a la 4.48, se muestran los cromatogramas de los zumos
comerciales de pifia analizados. Los perfiles de azucares obtenidos no
permiten distinguir el origen del zumo, ya que todos los cromatogramas son
mas o menos iguales. Estos muestran una mayor concentracion de glucosa ya
gue el pico es el mas alto (igual que ocurre en la naranja y la manzana), luego
le sigue la sacarosa y por ultimo la fructosa, al igual que ocurre en la naranja y
al contrario de la manzana que tiene mas fructosa que sacarosa. El zumo de
pifia se diferencia del de naranja y manzana porgue no contiene mioinositol ni
sorbitol presentes en estas frutas, respectivamente. Sin embargo, el perfil de
azucares, como ya se ha indicado anteriormente no permitira diferenciar de
otros zumos que solo contengan glucosa, fructosa y sacarosa, para su

autentificacion habria que recurrir a otros analisis.
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Figura 4.45. Perfil de azlcares de ZP2 (de concentrado).

*-=GLUCOSA
—w
-
-FRUCTOSA

uA
7.0

6.5

6.0

4.57

4.0

“GLUCOSA

3.57

2.57
2.0
1.57
1.07

0.57 1 3
i

>'FR UCTOSA
o
] F'SACA ROSA

i

T T T T T T T T T T T T
2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 42 min

Figura 4.46. Perfil de azucares de ZP3 (no de concentrado, refrigerado).
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En estos perfiles de azGcares no se puede observar si a un zumo se le
han afiadido algun tipo de azlcar ya que con las muestras diluidas x200 no se
detecta maltosa. Los analisis rutinarios se realizan a una dilucion x1000 y
tampoco se detectaria. Sigue siendo la relacién de azlcares la que nos permite

detectar los azlcares afadidos.

Los resultados de los analisis se muestran en la Tabla 4.10. Comparando
las relaciones de azucares de ésta Tabla con los de las Tablas 4.3 y 4.4 (zumo
de pifa concentrado y natural, respectivamente), podemos observar un
aumento importante en la relacion glucosa/fructosa que es entre 1,7 y 3,2

veces mayor que en el zumo concentrado; y entre 5,5 y 3 veces superior a los
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valores obtenidos para el zumo de pifla natural. Las relaciones
Glucosa/Sacarosa también son en general mayores en los zumos comerciales,
mientras que la relacién Fructosa/Sacarosa varia menos pero es menor que en
el zumo de pifia concentrado y natural. Como ocurre con la naranja y la
manzana, también en el caso de la pifia aparece mas glucosa en los zumos

comerciales.

Tabla 4.10. Porcentajes de area y relacién de azlicares en zumos de pifia comerciales.

AzUcar Glucosa | Fructosa | Sacarosa
tr (min) Clase 21.73 27.49 34.04
Zumo Glc/Fru | Glc/Sac | Fru/Sac
ZP1 De 69,882% | 7,672% 19,323% 9,109 3,616 0,397
concentrado,
no
ZP2 refrigerado 53,576% | 10,45% 31,047% 5,127 1,726 0,337
ZP3 Refrigerado, | 64,429% | 6,871% 43,477% 9,377 1,482 0,158
no de
ZP4 concentrado | 51,728% | 8,895% 36,898% 6,495 2,225 0,343
No de
ZP5 °°”°i’grad°’ 61,693% | 9,498% | 27,722% | 5,815 | 1,402 | 0,241
refrigerado

4.7.  Analisis y caracterizacion de los zumos comerciales.

Para complementar el estudio de los zumos comerciales se realizaron
diferentes analisis de propiedades fisicas, quimicas y sensoriales. Asi se
determiné la densidad, la viscosidad, la acidez valorable, el pH y el valor de
°Brix. También se realiz6 un analisis sensorial de los 20 zumos comerciales
analizados por HPAEC-PAD. La densidad de midié con un picnémetro, la
viscosidad con un viscosimetro “Canon Flestker”, el pH con un pHmetro y los
°Brix con un refractometro tal y como se indica en materiales y métodos. El
analisis sensorial se realiz6 con 20 personas a las que se les dio a probar los
zumos comerciales ya descritos en las tablas del apartado 4.6: 10 zumos de
naranja, 5 zumos de manzanay 5 de pifia. Las caracteristicas valoradas por los
asistentes a la cata fueron el grado de acidez/dulzor, grado de amargor,

apariencia y por ultimo grado de satisfaccion final.
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A la vez que se realiz6 el andlisis sensorial se determinaron los
parametros fisicos y quimicos descritos en la siguiente Tabla. También se

recogen los resultados del analisis sensorial de cada zumo analizado.

e Zumos comerciales de naranja:

En la siguiente Tabla 4.11 podemos observar los valores de los

parametros fisicoquimicos determinados.

Tabla 4.11. Valores de los parametros fisico-quimicos determinados en zumos

comerciales de naranja.

) . ) Acidez
Zumos de ) Densidad | Viscosidad
. Clase pH | °Brix valorable
naranja (Kg/L) (cps)
(meq/L)
ZN1 346 | 12,1 1,048 2,934 148
ZN?2 No de concentrado, ["356 | 11,2 1,04 2,761 127
refrigerado
ZN3 358 | 11,2 1,037 3,581 123
N4 374 | 11,4 1,04 2,553 133
ZN5 De concentrado, no | 371 | 118 1,042 2,375 115
ZN6 refrigerado 3,77 | 11,5 1,041 2,557 118
N7 384 | 11,3 1,04 2,405 113
ZN8 3,65 | 11,8 1,043 1,709 133
ZN9 No de concentrado, ['367 | 11,4 | 1,041 2,442 125
no refrigerado
ZN10 396 | 114 1,041 2,672 106

Observando la tabla podemos decir que no hay una diferencia muy
significativa segun las diferentes clases de zumos de naranja en funcion a los
distintos parametros analizados. Podemos decir que tienen un menor pH los
zumos que no provienen de concentrado y son refrigerados, y tienen un mayor
pH aquellos que provienen de concentrado y no son refrigerados. Respecto a
los ©°Brix todos estan entre 11 y 12, y todos tienen una densidad
aproximadamente de 1,04Kg/L. Los valores de viscosidad son mas altos para

los zumos que no proceden de concentrado y son refrigerados.

A continuacion en la Figuras 4.49, 450, 4.51 y 4.52 mostramos los
distintos resultados que se han obtenido del andlisis sensorial realizado en

zumos de naranja.
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Observando la Figura 4.49, que representa el grado de acidez/dulzor en
los zumos de naranja, vemos como los representantes de la cata le dan
principalmente unos valores acidos y agridulces a los zumos de naranja. Segun
éstos datos los zumos mas acidos son el ZN8 y el ZN9, esto no coincide con
los valores obtenidos de pH en el laboratorio, ya que como hemos comentado
anteriormente  tienen un menor pH los zumos que no provienen de
concentrado y son refrigerados (ZN1, ZN2 Y ZN3). Los mas dulces segun los
representantes a la cata son ZN5, ZN6, ZN7 y ZN10. Sin embargo estos datos
si coinciden con los obtenidos de pH en el laboratorio, ya que estos 4 zumos
son los que tienen un mayor valor de pH, siendo el ZN5, ZN6 y ZN7 zumos de
concentrado no refrigerados. La relacion entre el contenido en azucar y el pH

es la que da la percepcion de dulzor.

14

12 +—

B Muy acido

H Acido

Agridulce

M Dulce

m Muy dulce

ZN1 IN2 ZN3 ZN4  ZN5 ZNG IN7  ZN8 ZNS  ZN10

Figura 4.49. Grado de acidez valorable/dulzor en zumos de naranja.

Observando la Figura 4.50, que representa el grado de amargor en los
zumos de naranja, vemos como los representantes de la cata le dan
principalmente unos valores amargos y ligeramente amargos a los zumos de
naranja. Segun los datos el zumo méas amargo es el ZN9 y le sigue el ZN1. En
la grafica se observa que los 4 zumos que provienen de concentrado y no son
refrigerados (ZN4, ZN5, ZN6 y ZN7) son ligeramente amargos. Es la presencia
de flavonoides caracteristicos de los citricos los que confieren amargor a los

zumos de naranja.
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12

10

M Excesivamente

amargo
B Muy amargo

W Amargo

M Ligeramente
amargo

ZN1  ZN2  ZN3  ZN4 ZN5  ZN6  ZN7  ZN& ZN9 ZN10

Figura 4.50. Grado de amargor en zumos de naranja.

Observando la Figura 4.51, que representa la apariencia en los zumos de
naranja, vemos como los representantes de la cata le dan mayoritariamente un
valor acuoso o ni acuoso-ni viscoso a los zumos. Todos los zumos tienen un
valor de densidad entre 1,037 y 1,048 Kg/L, de este modo son todos acuosos

ya que es casi igual a la densidad del agua.

14

12

10 ~

B Muy acuoso

W Acuoso

M Niacuoso - ni viscoso

W Viscoso

B Muy viscoso

ZN1  ZN2 ZN3 ZN4 ZN5 ZN6 ZN7 ZN8 ZN9 ZN10

Figura 4.51. Apariencia en zumos de naranja.

Observando la Figura 4.52, que representa el grado de satisfaccion en los
zumos de naranja, vemos que los zumos de naranja normalmente no gustan,
esto puede ser debido a que las personas estan acostumbrada a tomar zumo
de naranja natural realizado en casa donde el contenido en flavonoides es mas
bajo que en el zumo comercial. El zumo que mas ha gustado es el ZN1, esto se
debe a que es el que mas °Brix tiene y por eso es mas dulce. El zumo que

menos ha gustado es el ZN9.
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ZN1

ZN2 ZN3 ZN4 ZN5 ZN6 ZN7 ZN8 ZN9 ZN10

B Me disgusta mucho

B Me disgusta

Nime gusta-ni me disgusta

B Me gusta

B Me gusta mucho

Figura 4.52. Grado de satisfaccion en zumos de naranja.

Asi, aunque los parametros fisico-quimicos son muy parecidos entre los

distintos zumos de naranja, sus propiedades sensoriales son diferentes. El

consumidor se va a decidir por sus preferencias con respecto al origen del

Zumo y por su gusto particular del producto escogido.

e ZUumos comerciales de manzana:

En la siguiente Tabla 4.12 podemos observar los valores de los

parametros fisicoquimicos determinados para los 5 zumos de manzana

estudiados.

Tabla 4.12. Valores de los parametros fisico-quimicos en los zumos comerciales de

manzana.
Zumos de ) Densidad | Viscosid | Acidez valorable
Clase pH | °Brix
manzana (Kg/L) ad (cps) (meq/L)
ZM1 3,30 | 11,3 1,046 1.574 56
ZM2 55 EaEETIECE, 16 3,34 | 11,3 1,044 1.767 55
ZM3 refrigerado 345 | 115 1,044 1.525 30
ZM4 359 | 115 1,043 2.539 47
ZM5 No de concentrado, | 342 | 11,6 | 1,045 1.699 55

refrigerado

Observando la Tabla 4.12 podemos decir que no hay una diferencia muy

significativa segun las diferentes clases de zumos de manzana en funcion a los

distintos parametros analizados. Todos los zumos tienen un pH muy parecido

todos los zumos. Respecto a los °Brix todos estan entre 11,3y 11,6, y los cinco
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tienen una densidad aproximadamente de 1,045Kg/L. La viscosidad es muy

parecida menos en el ZM4 que es mayor que en los demas zumos.

Las Figuras 4.53 a 4.56 recogen los resultados del estudio sensorial.
Observando la Figura 4.53, que representa el grado de acidez/dulzor en los
zumos de manzana, vemos como los representantes de la cata le dan
principalmente unos valores agridulces y dulces a los zumos de manzana.
Segun los datos el zumo mas dulce es el ZM4, esto coincide con los
parametros obtenidos de pH en el laboratorio, ya que como hemos comentado
anteriormente tienen un valor de pH mayor que los otros zumos. Sin embargo
el zumo mas &cido es el ZM2 seguido del ZM1 ya que tienen un pH menor que
los demas zumos. Si uno es mas dulce que otro no se puede comparar con los
°Brix ya que todos tienen un valor de °Brix muy parecido, la sensacion de

dulzor va a estar influenciada por el pH del zumo.

12
10
2 B Muy acido
B Acido
6
Agridulce
4 W Dulce
5 | B Muy dulce
0 - T T
ZM1 ZM2 ZM3 ZM4 ZM5

Figura 4.53. Grado de acidez/dulzor en zumos de manzana.

Observando la Figura 4.54, que representa el grado de amargor en los
zumos de manzana, vemos como los representantes de la cata le dan
principalmente unos valores ligeramente amargos y nada amargos a los zumos
de manzana. Segun los datos el zumo menos amargo es el ZM3. Los zumos

ZM1Y ZM2 son ligeramente amargos.
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10 B Excesivamente amargo

8 B Muy amargo

6 W Amargo

a M Ligeramente amargo
B Nadaamargo

2

0] |

ZM1 ZM2 ZM3 ZM4 ZM5

Figura 4.54. Grado de amargor en zumos de manzana.

Observando la Figura 4.55, que representa la apariencia en los zumos de
manzana, vemos como los representantes de la cata le dan mayoritariamente
un valor muy acuoso o0 acuoso a los zumos. Todos los zumos tienen un valor
de densidad entre 1,043 y 1,046 Kg/L, de este modo son todos acuosos ya que
es casi igual a la densidad del agua. Los zumos de manzana son los mas
acuosos de los estudiados ya que sufren un proceso de clarificacion en su

procesado.

14

10 B Muy acuoso

& - M Acuoso

6 - M Niacuoso - ni viscoso
W Viscoso

4 -
B Muy viscoso

2 -

0 1 T T T T

ZM1 ZM2 ZM3 Z\M4 ZM5

Figura 4.55. Apariencia en zumos de manzana.

Observando la Figura 4.56, que representa el grado de satisfaccion en los
zumos de manzana, vemos que los zumos de manzana gustan mas que los de

naranja. El zumo que mas ha gustado es el ZM3.
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10 B Me disgusta mucho

8 B Me disgusta

6 Nime gusta-ni me disgusta
B Me gusta

4
® Me gusta mucho

0 . .

ZM1 ZM?2 ZM3 ZM4 ZM5

Figura 4.56. Grado de satisfaccion en zumos de manzana.

Y por ultimo, mostramos los distintos resultados que se han obtenido en el

andlisis sensorial realizado en zumos de pifa.

e Zumos comerciales de pifa:

La Tabla 4.13 recoge los valores de los parametros fisicoquimicos

determinados a los cinco zumos de pifia analizados.

Tabla 4.13. Valores de los parametros fisico-quimicos de los zumos comerciales de pifia.

Zumos de ) Densidad | Viscosidad | Cy+ (mmoles de
i Clase pH | °Brix .
pifia (Kg/L) (cps) H'/L de zumo)
ZP1 55 EaEETIEC R, 16 3,72 | 12,8 1,046 2,488 86
ZpP2 refrigerado 3,76 | 13,1 1,045 2,486 80
ZP3 e 3,54 | 13,0 1,046 2,486 85
ZP4 refrigerado 3,57 | 12,3 1,043 2,529 80
7p5 No de concentrado, | 368 | 12,1 1,044 1,615 86
no refrigerado (filtrado)

Observando la Tabla 4.13 podemos decir que no hay una diferencia muy
significativa segun las diferentes clases de zumos de pifia en funcion a los
distintos pardmetros analizados. Podemos decir que tienen un menor pH los
zumos que no provienen de concentrado y son refrigerados, y tienen un mayor
pH aquellos que provienen de concentrado y no son refrigerados. Respecto a

los °Brix todos estan entre 12 y 13, y todos tienen una densidad
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aproximadamente de 1,045Kg/L. La viscosidad es la misma para todos menos
para el ZP5 ya que éste fue filtrado antes de pasarlo por el viscosimetro porque

se atrancaba.

A continuacion mostramos los distintos resultados que se han obtenido en

el andlisis sensorial realizado.

Observando la Figura 4.57, que representa el grado de acidez/dulzor en
los zumos de pifia, vemos como los representantes de la cata le dan
principalmente unos valores agridulces y dulces a los zumos de pifia. Segun los
datos el zumo mas dulce es el ZP2, esto coincide con los parametros obtenidos
de pH en el laboratorio, ya que como hemos comentado anteriormente los
zumos que provienen de concentrado y no refrigerados tienen un valor de pH
mayor que los otros. Sin embargo el zumo mas acido es el ZP4 ya que tienen
un pH menor que los demas zumos no proviene de concentrado y es
refrigerado. Si uno es mas dulce que otro no se puede comparar con los °Brix
ya que todos tienen un valor de °Brix muy parecido, sino que la percepcion de

dulzor se ve influenciada por el pH del zumo.

14
12
10 B Muy acido
8 m Acido
6 Agridulce
4 +— W Dulce
R — B Muy dulce
0 -

ZP1 ZP2 ZP3 P4 ZP5

Figura 4.57. Grado de acidez/dulzor en zumos de pifia.

Observando la Figura 4.58, que representa el grado de amargor en los
zumos de pifia, vemos que el ZP2 no es amargo y los demas son ligeramente

amargos.
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10 B Muy amargo
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M Ligeramente amargo
B Nadaamargo
| | |
ZP1 ZP2 ZP3 P4 ZP5

Figura 4.58. Grado de amargor en zumos de pifia.

[ e T ~ T =) R o+

Observando la Figura 4.59, que representa la apariencia en los zumos de
pifia, vemos como los representantes de la cata le dan mayoritariamente un
valor acuoso o0 ni acuoso - ni viscoso a los zumos. Todos los zumos tienen un
valor de densidad entre 1,043 y 1,046 Kg/L, de este modo son todos acuosos
ya que es casi igual a la densidad del agua. El ZP4 segun los representantes
de la cata es el mas viscoso, comparandolo con los datos del laboratorio es el

gue mayor viscosidad tiene.

10

9

&

7 B Muy acuoso
6 B Acuoso

5

4 W Niacuoso - niviscoso
3 W Viscoso

2 B Muy viscoso
1 -

0 -

ZP1 ZP2 ZP3 P4 ZP5

Figura 4.59. Apariencia en zumos de pifia.

Observando la Figura 4.60, que representa el grado de satisfacciéon en los
zumos de pifia. Los zumos que mas han gustado han sido el ZP1 y el ZP2,

estos zumos son los que provienen de concentrado y no son refrigerados.
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Figura 4.60. Grado de satisfaccion en zumos de pifia.

En el conjunto de este estudio de zumos comerciales se deduce que aun
siendo necesario determinar los parametros fisico-quimicos de un zumo, los
valores de estos parametros no tienen porqué estar relacionados con las
percepciones sensoriales del consumidor. Este se decidira por un producto u
otro segun su poder adquisitivo, la exigencia sobre el origen del producto y el

gusto personal por un producto u otro.

Es interesante observar como el zumo de naranja ha sido menos
apreciado por el panel de expertos, que han calificado mejor los zumos de
manzana y pifia. Sin embargo segun los estudios de mercado es el zumo de

naranja el mas vendido a nivel mundial y también en Espafia.

También es curioso observar como los zumos obtenidos a partir de
concentrado, que se comercializan no refrigerados y son los mas econémicos
de todos los analizados, han sido los mejor valorados en el grado de

satisfaccion.
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5. CONCLUSIONES

1. Las mejores condiciones para el analisis de zumos de naranja, manzana
y pifia por HPAEC-PAD son: como fase movil NaOH 80 Mm a un flujo de
0,70ml/min, como fase estacionaria una columna de intercambio
anionico metrosep-carbl 5um X 150mm x4mm, termostatizada a 32°C.
Un volumen de muestra 10ul y el sistema de deteccion por

amperometria de pulson con pulsos de 50mV.

2. En la preparacion de la muestra, los zumos concentrados, jarabes de
glucosa y azucares invertidos se deben diluir por 1000, mientras que los

zumos naturales y los comerciales se deben diluir por 200.

3. El método de andlisis utilizado permite determinar el perfil de azlcares
de jarabes de glucosa y azucar invertido. En las muestras de jarabes de
glucosa analizados se ha comprobado como se puede modificar la

relacion glucosa/fructosa segun el grado de isomerizacion de glucosa.

4. El perfil de azucares permiten diferenciar entre azucares invertidos y
jarabes de glucosa. La relacion de azucares permite diferenciar el grado

de isomerizacion de los jarabes de glucosa.

5. Mediante el perfil de azucares obtenido por HPAEC PAD se puede
identificar y autentificar un zumo de naranja por la presencia de
mioinositol, y uno de manzana por que tiene como caracteristica el pico
de sorbitol. El perfil de azucares del zumo de pifia contiene glucosa
fructosa y sacarosa sin mostrar un compuesto caracteristico detectable

en este analisis.

6. El andlisis por HPAED-PAD permite detectar azucares afadidos en un
sistema modelo de zumo reconstituido a partir de concentrado, con
independencia de la dilucién de la muestra, utilizando la relacién de

azucares.
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7. Los zumos comerciales se pueden analizar por HPAED-PAD vy
comprobar si se han afiadido azlcares analizando la relacion de

glucosa/fructosa y glucosa/sacarosa que presentan.

8. La percepcion sensorial del consumidor no esta determinada por el valor
de las propiedades fisico-quimicas de un zumo y tampoco esta
determinada por el origen del zumo. El consumidor escogera un
producto u otro segun sus preferencias de origen del zumo y sus gustos

personales.
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