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Introduccién

1. Quesos manufacturados en las Islas Canarias.

El queso es un alimento elaborado en todas lanegidel mundo donde hay
produccién lechera, y Espafia no es una excepciérhedho, en Espafia existe una gran
tradicion quesera, asi como una amplia diversigaguesos que incluye al menos 81 tipos
referenciados (Taborda y col., 2003). La mayorialade quesos tradicionales han sido
ampliamente descritos y varios de ellos poseen mDaraxiéon de Origen Protegida
(D.O.P.).

Una de las regiones espafiolas donde la producciéseca tiene gran importancia es el
archipiélago Canario. La tradicion quesera canaa@iene del desarrollo que la ganaderia
caprina y ovina experiment6 desde tiempos antigaasstas islas, que se ha mantenido a lo
largo del tiempo, dando lugar a la produccion desgs de gran calidad. La mayoria de
estos quesos son artesanales y a ellos va destiveglde la mitad de la produccion lechera

canaria.

1.1. Tipos de Quesos.

En las Islas Canarias se elaboran quesos principadnte leche de cabra, pero también
de oveja y de vaca, asi como de mezcla de lecHistil®os origenes. Las caracteristicas de
la leche empleada, determinadas por las razastané&scy por la alimentacion que reciben
los animales, constituyen el principal element@rdificiador del queso canario, muy rico
en variedades. Asi, se puede afirmar que en ckdhdg al menos un queso caracteristico
gue se denomina con el nombre de la isla correspued siendo conocidos el queso
Majorero, el queso Palmero, los quesos TinerfeBbgueso Gomero, el queso de Gran

Canaria, el queso de Lanzarote y el queso Herrefio.
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El queso Majorero, elaborado en la isla de Fuerteventura, fue el praqueso canario y
el primer queso de cabra espafiol que obtuvo laDeraeion de Origen (B.O.E. N° 24 de
23.02.1996).Es un queso elaborado con leche de cabra de ragaekda con adicion
eventual, cuando se destina a la maduracion, da basmaximo de un 15% de leche de

oveja canaria. Es producido tanto a nivel artesemralo industrial.

El queso Palmero, que también estd amparado bajo una D.O.P. (B.SPR218 del
11.09.2001), es un queso elaborado con leche atedzabra de la raza Palmera. Suele
consumirse tierno, generalmente una semana dedpugs elaboracion, y normalmente se
ahuma con humo procedente de céscara de alm@pnaus dulcis) de penca de tunera
seca(Opuntia ficus indica)de madera de pino canario 0 de aciculas de esteardgbol
(Pinus canariensis)Se distinguen dos tipos de queso Palmero: el “An&@s que es
elaborado por el productor en la propia explotacidon leche cruda recién ordefiada,
obtenida exclusivamente de su rebafio; y el de “Mahague se elabora con leche de
cabras en régimen de pastoreo directo de los elosrajeros autoctonos de la zona de

produccién. Este Ultimo queso se manufactura cqmesn igual o superior a los 8 kg.

Los quesos Tinerfefiose elaboran con leche cruda o pasteurizada denesgliversos.
Fundamentalmente se emplea leche de cabra, bienfdia o Majorera, pero a veces ésta
se mezcla con leche de vaca o de oveja. Los m&gidms son los elaborados con leche de
cabra y se consumen como quesos frescos. Algunosstds quesos se ahuman, en

ocasiones con plantas aroméaticas.

El quesode la isla dd.a Gomera se elabora con leche cruda de cabra de las diésren
razas canarias, aunque en ocasiones se mezclaatende oveja. La manufactura de estos
guesos incluye un ahumado muy intenso, que sezaealnos dias después de su
elaboracion, con humo de jar€igtus cadanifergs brezo Erica vagan} o tabaiba

(Euphorbia atropurpurep
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Los quesos de Gran Canarisse elaboran, tanto de forma artesanal como indlston
varios tipos de leche (cabra, vaca, oveja) o declagezi bien predomina el de leche de
cabra. Destacan especialmente los quesos de “fjo€ tienen como caracteristica especial
gue en su elaboracion se emplea cuajo vegetal gente de la flor del cardo. Pueden
comercializarse como quesos frescos, semicuradosagos. Dentro de los quesos de flor
se diferencian 3 tiposQueso de Flor de Guiagen cuya elaboracion se emplea
exclusivamente cuajo vegetal obtenido de las fleesas de las variedades de cardo
Cynara cardunculuwar. feroccisimay Cynara scolymuysQueso de Media Flor de Guja
en cuya elaboracion la cantidad de cuajo veget@leado debe ser superior al 50%;
Queso de Guia o de Cuajen cuya elaboracién se puede emplear cuajo animakegetal
(Cynara cardunculuwar. feroccisima Cynara scolymysy/u otros fermentos autorizados.
Estos quesos estan amparados bajo la D.O.P. “Qleestor de Guia y Queso de Guia”
desde el afio 2008 (B.O.E N° 137 del 06.06.08).

El queso deLanzarote se elabora con leche cruda o pasteurizada de dabraza
Majorera, y elqueso Herrefiocon mezcla de leche pasteurizada de cabra, ovega,
todas ellas de raza Canaria. Este Ultimo se ahéGmanaterias vegetales procedentes de la
isla de El Hierro como son jar&igtus cadanifergstronco de higueraF{cus caricg y
penca de tuneraecaOpuntia ficus indica

En Canarias, el ahumado del queso se ha realizadormha tradicional desde tiempos
remotos en las islas de La Palma, La Gomera y Efréli mientras que en la isla de
Tenerife esta practica se reduce Unicamente a @lwsszconcretas ubicadas en el norte:
Teno y Anaga. El proceso de ahumado y los matsrigitzados como combustible estan
ligados a la vegetacion tipica de cada isla, pquie difieren de una a otra; esta diversidad

contribuye a conferir a los quesos caracterisesggcificas en cada caso.
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1.2. Estudios previos sobre los Quesos Canarios.
1.2.1. Queso Majorero.

Uno de los quesos mas estudiados ha sido el Majok&gunos de estos estudios se han
centrado en la determinacion de diversos paraméism®-quimicos, microbiologicos y
sensoriales a lo largo de su maduracion (Pelaed.y1987; GOomez y col., 1988, 1989;
Martin-Hernandez y col., 1989; Fresno y AlvarezZ1 20 Asimismo, se han examinado los
cambios que se producen en la composicion y eloda ficrobiana de queso Majorero
artesanal (Fontecha y col., 1990, Castelo y c892]) e industrial (Martin-Hernandez y
col.,, 1992), durante su maduracion o almacenamidfstos estudios han puesto de
manifiesto la existencia de diferencias notablesreerl queso Majorero industrial,
elaborado con leche pasteurizada (Martin-Hernark887), y el queso artesanal elaborado
con leche cruda (Fontecha y col., 1990). Talesrafiidas podrian explicarse porque la
pasteurizacion elimina microflora autoctona deelehk que influye favorablemente en la
evoluciéon del queso a lo largo de su maduraciom.e8ibargo, teniendo en cuenta que la
pasteurizacion permite la estandarizacion del ame del queso y de sus caracteristicas
organolépticas finales y que, ademas, mejora lidazhlhigiénico-sanitaria del producto,
Requena y colaboradores (1992) desarrollaron utivauiniciador especifico capaz de
impartir algunas caracteristicas sensoriales peslidel queso Majorero artesanal al
industrial. Precisamente, los estudios mas redestdre queso Majorero (Calvo y col.,
2007, Castillo y col., 2007) hacen referencia actf que el empleo de este cultivo
iniciador junto con una pasta de cuajo higienizéidae sobre la lipolisis, proteolisis,
textura y otras caracteristicas sensoriales degasts (Calvo y col., 2004).

Por dltimo, otros autores (Fresno y Alvarez, 2004 comprobado la influencia de la

alimentacién de las cabras majoreras en la catidagbte tipo de queso.
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1.2.2. Queso Palmero.

El queso Palmero ha sido objeto de estudios enealmsna profundizar en su proceso de
ahumado, con el fin de optimizarlo. El proceso densado de la mayoria de los quesos
canarios normalmente se lleva a cabo en ahumaddgesanales. De hecho, el 81% de los
elaboradores ahuma los quesos sobre una rejillanatiera, colocada sobre un bidén
metalico al aire libre, lo que les confiere el atspale ahumado a bandas claras y oscuras
caracteristico del queso Palmero. Sin embargo,adstmado artesanal origina quesos con
poca uniformidad. Por esta razén, en un intentestandarizar el proceso de ahumado,
Alvarez y colaboradores (2006) disefiaron un prptotle ahumadero artesanal para los
guesos Palmeros y compararon los quesos asi ahsrmaddos ahumados por el método
tradicional, encontrando que el ahumado experirhespaoducia las caracteristicas de los
guesos Palmeros protegidos por la D.O.P.

Fresno y colaboradores (2002) hicieron una recdpitade las distintas metodologias
utilizadas por los diferentes productores para cebaby ahumar el queso Palmero, y
realizaron analisis fisico-quimicos y sensorialesgiliesos Palmeros artesanales. Estos
mismos autores (Fresno y col., 2004a) realizarorestodio sobre la preferencia de los
consumidores en relacion con el color de los qu&meros ahumados, encontrando
diferencias entre los consumidores de La Palmasyd® Tenerife Asimismo, Fresno y
colaboradores (2007a) compararon el color de quefaisorados con leche de cabra
Palmera, medido por métodos instrumentales, coaplaciacion de los consumidores
mediante analisis visuales. Estos autores (Fresrta.y2007b) también estudiaron si los
consumidores eran capaces de diferenciar quesasadios con distintos materiales, asi
como el grado de preferencia por los mismos.

Otros aspectos que también han sido objeto deiestod el efecto del material y del
momento de ahumado en el perfil olfato-gustativajdesos de 4 y 10 dias de maduracion

(Alvarez y col., 2007b; Fresno y col., 2007c), asimo la influencia que tiene la
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alimentacion de las cabras y el tipo de cuajo exiaposicion mineral de quesos Palmeros

(Alvarez y col., 2007a; Fresno y col., 2011; Ledasncol., 2007).

1.2.3. Queso de Tenerife.

Ademas de los quesos Majorero y Palmero, los quascBenerife también han sido
objeto de estudio y, de hecho, desde el afio 2@0Bas publicado varios trabajos sobre
este tipo de queso. Darias y colaboradores llevammabo estudios cuyo objeto era, por un
lado, caracterizar las explotaciones que producesas artesanales en esta isla (Darias y
col., 2003a), y por otro, conocer con exactituthitodologia empleada en su elaboracion
en la isla de Tenerife (Darias y col., 2003b). liktivo final de estos estudios era tipificar
los quesos artesanales de Tenerife y caractetizarogeso de elaboracién, estableciendo
asi las bases para la obtencion de una futura Deaoidn de Origen.

Pelaez y colaboradores (Peldez y col., 2003, 286dgra y col., 2006) determinaron el
contenido de grasa, proteina, materia seca, aso @inpH y las concentraciones de
minerales y elementos traza de numerosas muesrasieabo de Tenerife, tanto frescos
como semicurados. El objetivo de estos estudigspioleuna parte, definir el perfil de los
componentes mayoritarios de este tipo de quesmrypfra, estudiar la influencia de la
estacion y de la region de produccion, asi comia @dantidad de fibra presente en la dieta
de las cabras, sobre las caracteristicas fisianiga$ de los quesos.

Ademas de pardmetros quimicos, también se han aslmlatributos sensoriales,
especialmente el aroma. Concretamente se ha eftudizaroma de quesos de Tenerife
producidos con leche de cabra pasteurizada y pos tle cultivo iniciador, uno comercial
y otro patentado formado por tres cepas de basti&téicas autoctonas del queso artesanal
de Tenerife (Gonzalez y Zarate, 2012). En genéralguesos elaborados con el cultivo

autoctono recibieron mayor puntuacion que los ektms con el comercial.
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1.2.4. Queso Herrefio.

El queso Herrefiba sido muy poco estudiado. De hecho, hasta darstdns sabemos,
los Unicos estudios publicados en relacién con gstede queso han sido los llevados a
cabo por Fernandez-Salguero y colaboradores (1989, analizaron la composicion
qguimica del mismo, y por Fresno y colaboradores04B) que describieron los
antecedentes, las caracteristicas fisico-quimicEngoriales y los procesos de elaboracion

(tradicional y actual) del queso Herrefio.

1.2.5. Queso de La Gomera.

Los quesos elaborados en La Gomera de forma toadiccon leche de cabra, asi como
con mezcla de leche de oveja y cabra, han sideteaizados en cuanto a su composicién
guimica, asi como en relacion a su textura y caordiferentes estados de maduracion

(Fresno y col., 2008).

1.2.6. Queso Flor de Guia.

En relacién con los quesos de Flor de Guia de &amaria, se ha estudiado su
composicion quimica (Fernandez-Salguero y col.,1}9%si como los compuestos
responsables de su aroma (Curioni y Bosset, 20@2)bién se ha analizado la influencia
gue tienen los diferentes porcentajes de grasa sabunas propiedades fisico-quimicas
(pH, textura, color) de dichos quesos (Sanchez-ddagicol., 2010).

En un trabajo publicado por Moreno-Rojas y colaboras en 2010 se estudio la
composicion nutricional y el contenido mineral de uesos Palmero, Herrefio, Majorero,
Flor de Guia y de Tenerife entre otros, y se olisge el uso de cuajo vegetal en la
elaboracion de los quesos proporcionaba los nivel#s altos de minerales y elementos

traza.
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En resumen, se puede decir que la mayor partesdestadios realizados hasta la fecha
sobre quesos canarios se han centrado, sobre eémd@aspectos relacionados con su
elaboracion, con sus caracteristicas fisico-quisnicaensoriales, con las preferencias de
los consumidores y, en el caso de los quesos Ram&mbién con su proceso de
ahumado. Ademas, a pesar de la gran diversidadekog producidos en las Islas Canarias
y de su importancia en la economia de estas iBleena parte de ellos hace referencia
Unicamente a los quesos Majorero y Palmero quepcganse ha sefalado, fueron los
primeros en obtener la Denominacion de Origen. Bstes extrafio, ya que la obtencion de
este distintivo requiere la caracterizacion figgeomica del producto, asi como la
tipificacion del proceso de elaboracion y de lasciristicas sensoriales de los quesos, lo
gue requiere un estudio previo de todo ello. Enouier caso, puede decirse que, en
general, los quesos canarios no se han estudiaftorda tan exhaustiva como otros tipos
de quesos esparfioles. De hecho, apenas existeiogstatire sus componentes volatiles,
entre los que se encuentran los compuestos redpesisde su aroma, que permiten
diferenciarlos y que son esenciales para caraategk aroma de los distintos tipos de

queso.

2. Componentes volatiles del queso y su estudio.

El aroma del queso, que viene determinado en gaea por sus componentes volatiles,
es el resultado de multitud de reacciones queridingar durante su procesado, entre las
gue se pueden citar reacciones de glicolisis,iijgoy proteolisis (Marilley y Casey, 2004);
ademas, si el queso se somete a ahumado, su ammard enriqguecido con los
componentes que se generan en este proceso.

Debido a la importancia que el aroma del ques@tEmsu consumo, se han estudiado
muy profusamente los componentes volatiles de naughesos conocidos, en un intento de

definir su perfil aroméatico. Entre los mas estud&de pueden citar quesos tales como el
8
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Manchego (Martinez-Castro y col., 1991; Mallia y.,c2005; Taborda y col., 2008), Torta
del Casar (Delgado y col., 2010, 2011), Cheddaekich y col., 1970a,b; Muir y col.,
1997; Frank y col., 2004; Burbank y Qian, 2005),u@® (Sloot y Harkes, 1975a),
Limburger (Parliament y col., 1982), Gorgonzola (MHti, 1989; Moio y col., 2000),
Parmesano (Barbieri y col., 1994; Frank y col.,£2Q&ngford y col., 2012), Ibores (Sabio
y Vidal-Aragén, 1996), Camembert (Kubickova y Gigst997), Grana Padano (Moio y
Addeo, 1998; Frank y col., 2004), Mozzarella (Mgicol., 1993), Griyére suizo (Rychlik
y Bosset, 2001; Mallia y col., 2005), varios tiges queso azul y queso Pecorino (Frank y
col.,, 2004; Randazzo y col.,, 2008, 2010), ProvdlaNdbrodi (Ziino y col., 2005) o
Ragusano (Mallia y col., 2005). Sin embargo, y sapele la gran aceptabilidad del queso
ahumado (Mcllveen y col., 1996), el estudio de samponentes volatiles no se ha
realizado con tanta profundidad como el del no adom{Sopelana y col., 2013).

En relacion con el queso ahumado, Majcher y cottmes (2011) realizaron un
estudio de los perfiles volatil, sensorial y midesto durante la elaboracion del queso
Oscypek ahumado. Asimismo, Majcher y Jelen (20%1)dearon las diferencias entre el

perfil aromético de queso Oscypek ahumado y simalhu

2.1. Métodos para caracterizar los componentes vail@s en queso.

La investigacion de los compuestos responsableardaia y sabor del queso comenzé
hace ya mas de 30 afos, y en este periodo se thacjgto un importante progreso en la
identificacion de los componentes sapidos y araoatdel mismo, consecuencia directa
del desarrollo de técnicas analiticas como la ctognafia de gases combinada con la
espectrometria de masas (CG/EM) y la cromatogtafieda de alta resolucion (HPLC).
Gracias a dichas técnicas se han identificado grarte de los componentes que
contribuyen al aroma y al flavor del queso, mucldes los cuales se hallan en

concentraciones muy bajas.
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Algunas de las metodologias y técnicas mas emeadal estudio des componentes
volatiles del queso se describen a continuacidne tasutilizadas para la preparacion de la
muestra como las que permiteraslamiento de estos compuestos para su poststiaie
por cromatografia. No obstante, debe sefialarselqexfil volatil de una muestra de queso
puede parecer diferente dependiendo de la técnita raetodologia utilizada para su
estudio. Asi, por ejemplo, algunas técnic@do son capaces de extraer componentes
volatiles de bajo peso molecular (Fernandez-Gad986), y otras no permiten extraer

componentes con ciertos grupos funcionales (Thieogl., 1999).

2.1.1. Toma de muestra.

Dependiendo de cual sea el objetivo del estudi@queko se puede dividir en zonas
(interior, medio, exterior) y estudiar cada unaetlas por separado, obteniéndose asi una
vision de todo el queso a traves de cada una desstes. En otras ocasiones, en cambio, se
puede tomar una Unica porcién que abarque todgsaléss del queso; sin embargo, este
tipo de muestra requiere una buena homogeneizaai@obtener resultados repetitivos vy,
ademas, no permite obtener informacion de lasntistipartes del queso ni conocer si
existen diferencias entre ellas. Este inconvenieatmuy evidente en el estudio de quesos
ahumados, donde los componentes de las zonas axigifreren de forma importante de

los de las zonas internas.

2.1.2. Preparacion de la muestra.

El siguiente paso es la molienda de la muestra &séracion es imprescindible para
aumentar la superficie de la muestra y facilitalidaracion de los componentes volatiles.
Ademas, la molienda permite la homogeneizacion adentiestra que, como ya se ha

comentado anteriormente, es una operacion especinmportante cuando se toma una

10
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porcion Unica que abarca a todo el conjunto desguga que en este caso se requiere un

mezclado muy eficiente.

2.1.3. Extraccion y aislamiento de los componenteslatiles.

Una vez que se dispone de una muestra lo mas hoeeg®dsible, la siguiente etapa
consiste en la extraccion y/o aislamiento de loapmnentes volatiles. Esta etapa se puede
llevar a cabo mediante extraccion con disolventegarocos (Escriche y col., 1999;
Innocente y col., 2000; Larrayoz y col., 2001a;evaly col., 2001), mediante destilacion
en sus diversas formas (Liebich y col., 1970a,looSy Harkes, 1975b; Klein, 1990),
mediante combinacion de las técnicas anterioréserm generando el espacio de cabeza y
captandolo por distintos procedimientos.
2.1.3.1. Técnicas dextraccion La extraccion puede realizarse por distintos naxdeles
como:

a) Extraccion sdlido-liguidode la muestra con un disolvente organico y pasteri

fraccionamiento del extracto con otros disolvemasa, en sucesivas etapas, aislar los
componentes volatiles (Urbach y col., 1972).

b) Extraccién con fluidos supercriticosEsta técnica emplea generalmente como

disolvente dioxido de carbono en condiciones sufiE@s y permite eliminar la etapa
de concentracion del extracto (Gmuer y col., 198¢aMohyuddin, 1993; Tuomala y
Kallio, 1996; Larrayoz y col., 2001b).

El principal inconveniente de las técnicas de exitm es que, aunque permiten aislar
todos los componentes volatiles, es imposible elat@xtraccion simultanea de grasa,
lo que exige fraccionamientos posteriores. Adera&iste riesgo de contaminacion a
traves del disolvente y de pérdida de componentaigitiles en la etapa de

concentracion.
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2.1.3.2. Técnicas delestilacion Existen distintas formas de realizar la destilaciéntre
éstas se pueden citar:

a) Destilacion con arrastre deapor. Esta técnica consiste en someter una dispergion d

gueso en agua a la accion de altas temperatunasgldin de que los componentes
responsables del aroma se volatilicen a la vezefjsgua. Esto se puede conseguir
también por medio de la inyeccién de vapor de alitectamente en el interior de la
muestra. En una etapa posterior, los componenjetoate estudio se aislan mediante
crioconcentracion o por extraccion liquido-liquidon un disolvente organico. Sin
embargo, a esta técnica se le han atribuido un@ derdesventajas, entre las que se
puede sefalar el efecto de las altas temperatueassarias para conseguir la
volatilizacion de los componentes de interés, quedpn provocar la degradacién
térmica de los mismos o dar lugar a la formaciérra@apuestos nuevos no existentes
inicialmente. A pesar de ello, la destilacion corastre de vapor ha sido empleada por
algunos autores para estudiar los componenteslgslde quesos tales como Emmental
(Vamos-Vigyazo y Kiss-Kutz, 1974), Limburger (Parént y col., 1982), Fontina (Ney
y Wirotoma, 1978), Gruyere (Imhof y Bosset, 1989)Cheddar (Vandeweghe y
Reineccius, 1990; Banks y col., 1992).

b) Destilacion a alto vacioEsta técnica proporciona pequefios volimenes tlactos

concentrados acuosos en los que estan incluidasofoponentes voléatiles del queso.
Estos extractos tienen dos fases: una organica ay amosa, de manera que la
separacion o aislamiento de los componentes \edatiequiere la utilizacion de

disolventes orgéanicos, tales como dicloruro de lerediy dietil éter. Debido a que las

muestras ideales para aplicar esta técnica sorlaggee contienen baja humedad, se
ha empleado especialmente para el aislamientosdmloponentes volatiles en grasas y
aceites. Ademas, esta técnica se ha empleadoestudio de los componentes volatiles

de quesos tales como Cheddar (Day y Libbey, 1964pBy col., 1996; Avsar y col.,

12
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2004), Emmental, Compté, Beaufort (Guichard y ct®87; Guichard, 1995) y otros
(Moio y Addeo, 1998; Qian y Reineccius, 2003).
En resumen, se puede decir que las técnicas diéadést permiten extraer todos los
componentes volatiles, pero si la muestra tieneduah, los componentes aislados se
encuentran repartidos entre las fases acuosa gicag&on lo que para su aislamiento
se requiere el empleo de un disolvente organicandeera que los componentes se
repartiran entre la fase acuosa y el disolventarocg en funcién de su coeficiente de
particion.
2.1.3.3.Combinacionde dos o mas técnicagn un intento de superar los inconvenientes
gue presenta el empleo de una técnica Unica pagaskeimiento de los componentes
volatiles, en ocasiones se suelen emplear dos oawids. Asi, por ejemplo, se han
empleado:

a) Extraccion sequida de destilacion y fraccionamiertio la primera etapa se extraen

tanto los componentes volatiles como la grasa aordisolvente orgénico, y en la

segunda etapa el extracto obtenido se destileoavattio para separar por un lado los
componentes volatiles y por otro la grasa (Moioddé@o, 1998; Escriche y col., 1999;

O’Riordan y Delahunty, 2001). Esta técnica ha sichpleada en el estudio del queso
suizo Emmental (Preininger y col., 1994) y del GledAvsar y col., 2004).

b) Extraccién-destilacion simultane&sta técnica esta basada en el método desaaollad

por Nickerson y Likens (1966). Por medio de ellabgene una fraccién que contiene
los componentes volatiles y semivolatiles junto egna procedente de la destilacion.
De esta mezcla los componentes son extraidosamiilz un disolvente con bajo punto
de ebullicion. Tanto el agua como los disolventaganicos son reciclados,
evaporandose y condensandose de forma repetitadefdot y colaboradores (1981)
modificaron parcialmente este método para el estddilos componentes aromaticos

del queso.
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Maignial y colaboradores (1992) propusieron unesist de extraccion-destilacion
simultdnea que empleaba baja presién y baja temoparé20-40°C), para evitar la
generacion de artefactos por efecto del calor. &sio, Blanch y colaboradores (1993)
describieron un aparato de extraccidn-destilaciaruléanea que permitia trabajar a
presion reducida, hasta 149 mm de Hg, y minimiZabpérdida de compuestos de
elevada volatilidad. Esta ultima técnica ha sidbzatla por otros investigadores para

estudiar varios quesos Espafioles (Mulet y col.9198lero y col., 2001).

c) Destilacion a alto vacio con purgde gas inertey extraccion dedestilados En 1982

Liardon y colaboradores aislaron los componentéétiles de la grasa de muestras de
queso Gruyere Suizo mediante la aplicacion declaidé de purga y alto vacio, seguida

de extraccion con éter de los destilados obtenidos.

2.1.3.4. Extraccion de los componentes despacio de cabez®tra forma de abordar el

estudio de los componentes volatiles del quesoistensn centrarse en el estudio de su

espacio de cabeza. La extraccion de los componelgke®spacio de cabeza implica

retenerlos en un soporte o bien arrastrarlos median gas inerte, lo que da lugar a

técnicas de espacio de cabeza estatico y de esfrmcabeza dinamicegspectivamente.

a) Extraccion de los componentis formadinamica Por espacio de cabeza dinamico se

14

entiende el conjunto de componentes que escapanlogslealimentos y son

inmediatamente arrastrados por una corriente deirgaite, bien a una trampa fria
(purga y trampa) o a un cartucho relleno con uner@tinerte en el que quedan
adsorbidos (Klein, 1990; Bosset y col., 1994; Contay Leardi, 1994; Arora y col.,

1995; Thierry y col., 1999; Izco y Torre, 2000; tagoz y col., 2001a; Valero y col.,
2001; Péres y col., 2002; Bellesia y col., 2003r&a y col., 2005a,b, 2007; Taborda y
col., 2008; Cornu y col., 2009; Revello-Chion y.c@010; Di Cagno y col., 2011). En
una segunda etapa, estos componentes son desasdiichisamente en la mayoria de

los casos, o por la accion de microondas.
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b) Extraccion de los componentds formaestatica Por espacio de cabeza estatico se

entiende el conjunto de componentes que escapam @imento a una temperatura
determinada y pasan a formar parte de la fase gmspee 1o envuelve (Chin y col.,
1996; Dufour y col., 2001; Péres y col., 2002, Kaemides y col., 2007).
La muestra a analizar se coloca en un vial cerrddade se alcanza el equilibrio
termodinamico entre la fase sélida y la fase vapona temperatura determinada. Una
vez generado el espacio de cabeza, es necesatan gaprastrar sus componentes para
su separacion, identificacion y cuantificacionpest puede llevar a cabo de diferentes
formas:

b.1) Técnica dearrastre con gas inerte hasta el inyectdl espacio de cabeza
generado se arrastra directamente mediante uniarderde helio al inyector de un
cromatografo de gases con detector de ionizacionllalea (FID) o de
espectrometria de masas (Fernandez-Garcia, 199%).ddteccion de los
componentes depende de su concentracion en larayadt su presion de vapor,
asi como de la temperatura y de la naturaleza deitstra objeto de estudio. Sin
embargo, aun cuando esta técnica ofrece una gpaodieibilidad, Unicamente
proporciona informacién de aquellos componentesvuokiles.

b.2) Técnica de captacion del espacio de cabeza mediamejeringa y posterior
inyeccion.Otra forma de aislar los componentes del espacioathbeza estatico
consiste en la captacion del espacio de cabezaanteduna jeringa y en la
inyeccion de éstos en la columna de un cromatogdafogases (Bottazzi y
Battistotti, 1974).

b.3) Técnica de microextraccion en fase sol{&ME).Los componentes del espacio
de cabeza estético también se pueden captar emdplesa fibra recubierta por
una fase estacionaria, que puede ser de natumdilezsa. Esta técnica, que fue

desarrollada por Arthur y Pawliszyn (1990), se est&Zando ampliamente desde
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finales de los afios 90 para el estudio de los coemges volatiles de los
alimentos, y son muchos los autores que la hanamaial estudio del espacio de
cabeza de quesos tales como Cheddar (Chin y &86; Dufour y col., 2001,
Watkins y col., 2002; Frank y col., 2004; BurbankQian, 2005), Camembert
(Jaillais y col., 1999; Péres y col., 2001), Emmag(tchaller y col., 2000), y otros
(Guillén y col., 2000a, 2002, 2005; Pinho y cob02, 2003; Lee y col., 2003;
Carpino y col., 2004; Verzera y col., 2004; Haydlog col., 2008; Randazzo y
col., 2008, 2010; Ferreira y col., 2009; Sheehamoly, 2009; Gkatzionis y col.,
2009; Delgado y col., 2010, 2011; Wolf y col., 2p0Milosavlejic y col., 2012;

Innocente y col., 2013).

Uno de los inconvenientes que presentan las técmeaespacio de cabeza es que los
componentes detectados y sus proporciones puedser mealmente representativos de la
fraccion volatil del queso por el efecto matriz tyaoes que a veces se pueden formar
artefactos.

Aun cuando, tal como se ha indicado, se han eneagatherosas técnicas para el
aislamiento de los componentes volatiles del queabe sefalar que todavia se sigue
investigando en metodologias que permitan aistacémponentes volétiles del queso y de

alimentos en general.

2.1.4. Estudio de los componentes aislados.

Una vez aislados los componentes volatiles, suraeida se lleva a cabo normalmente
por cromatografia de gases, y su identificacidmantificacion empleando un detector de
espectrometria de masas, 0 a veces un detectopdftDla cuantificacion. En otros casos
para el estudio de aquellos componentes que exatusnte aportan olor también se ha
empleado la olfatometria (Kubickova y Grosch, 199ip y Reineccius, 1997; Rychlik y
Bosset, 2001; Curioni y Bosset, 2002).
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Debe sefalarse que, a pesar del empleo de colucapdares largas y de diferente
polaridad, la perfecta separacién de todos y camade los componentes volatiles del
gueso puede resultar a veces practicamente imppsibbido a su elevado namero asi
como a la coincidencia de sus tiempos de retendidta dificultad en la separacion
conlleva, a su vez, dificultad en la identificacinuantificacion.

Algunos autores que emplean la extraccion condhiglipercriticos, optan por llevar a
cabo el estudio de los componentes aislados med@amatografia supercritica, ya que
esta técnica posibilita la deteccion de componanqiesse encuentran en concentraciones a
nivel de trazas en presencia de grandes propogciaiee glicéridos (Gmuer y col.,
1987a,b,c).

Péres y colaboradores utilizaron un método enell@gicomponentes volatiles, aislados
mediante espacio de cabeza dinamico (2002) o ntedi@RME (2001), se inyectan
directamente, sin separacion cromatogréafica previajn espectrometro de masas a traves
de una corta linea de transferencia. El espectrondeas asi obtenido representa una
“huella dactilar” de los volatiles del queso obje® estudio y los fragmentos de masas se
toman como descriptores potenciales de la compgwosdz| espacio de cabeza. Este método
ofrece la ventaja de que permite minimizar las fncaiones térmicas, mecanicas y
quimicas de la muestra, reduciendo asi el riesgarddactos. Sin embargo, no permite
identificar componentes individuales ya que lo @geconsigue es una caracterizacion

global de la fraccién volatil del queso.

En los estudios realizados previamente sobre lospooentes volatiles de distintos
guesos, se ha puesto de manifiesto que algunakafsuaé compuestos estan presentes, en
general, en todos los tipos de queso, variandolemero y concentracion. Entre éstas se
pueden citar acidos, alcoholes, ésteres, aldehjidmionas, entre otras, y si el queso es
ahumado, ademas, se pueden encontrar derivadograte fy pirano, fenol, guayacol,
siringol y sus derivados, entre otros.

17



Introduccién

2.2. Estudios de componentes volatiles en quesoga®les.

A pesar de que se han estudiado con gran profuegrcomponentes volatiles de
muchos tipos de queso, los de los quesos espafiatessido menos estudiados; sin
embargo hay estudios sobre componentes volatiles gieeso Manchego (Martinez-Castro
y col., 1991; Mallia y col., 2005; Taborda y c&0Q08), del queso de los Ibores (Sabio y
col., 1996), del Zamorano (Fernandez-Garcia y 20004), del de La Serena (Carbonell y
col., 2002; Arqués y col., 2007), del Roncal (Izcdorre, 2000), del Idiazabal (Barron y
col., 2005a,b, 2007; Guilléen y col., 2005; Guilg®bascal, 2005, 2002012; Abilleira y
col., 2010), del Arzua-Ulloa y del queso de TetffRodriguez-Alonso y col., 2009) o de la
Torta del Casar (Delgadocygl., 2010, 2011), entre otros.

En referencia a los quesos canarios, su fraccitdtivapenas ha sido objeto de estudio.
Unicamente Castillo y colaboradores (2007) handistio los cambios en la fraccion
volatil de queso Majorero semicurado obtenido earpde una pasta de cuajo higienizada y
un tipo definido de cultivo iniciador. Por tant@hido a la escasa informacion publicada en
relacién con los componentes volatiles de los caieanarios, entre los que como es sabido
se encuentran los compuestos responsables de sy, @do parte, de su sabor, en esta
memoria se ha planteado su estudio en diferenqges tle quesos canarios. La mayoria de
los quesos estudiados son ahumados, ya que el dauwmnéaquece la fraccion volatil del
gueso con componentes procedentes del humo, |ldescpaeden aportar notas muy
diversas y, a la vez, especificas. Este estuditribaitd a caracterizar y tipificar algunos

guesos canarios, y a establecer sus peculiariédgdesacion con otros tipos de queso.

3. Hidrocarburos Aroméaticos Policiclicos (HAPS) y 8 estudio en quesos.

Como se ha comentado anteriormente, algunos qeasasios se someten a ahumado.
A este proceso se le han atribuido distintos e$cloemeficiosos, entre los que cabe destacar
la prolongacion de la vida util del alimento debi@das propiedades antimicrobianas y
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antioxidantes de algunos de los componentes deb lfWasilewski y col., 1977; Wendorff
y col., 1993), asi como el cambio en las propiesaidganolépticas del alimento referidas a
color, olor, sabor y textura (Riha y Wendorff, 19€ardoso y col., 1995). Sin embargo, si
el proceso de ahumado no se realiza en condiciadesuadas, puede provocar la
incorporacion al queso de Hidrocarburos Aromatieo$ciclicos (HAPs), algunos de los
cuales tienen capacidad carcinogénica (Guillén peama, 2003). Estos compuestos, que
se pueden encontrar en el ambiente y en los aloeese generan en la pir6lisis de la
madera junto con los demas componentes del hurso,fgrmacion se ve favorecida si el

proceso se lleva a cabo a temperaturas altas {TBldas, 1972a,b,c).

3.1. Caracteristicas generales de los HAPs.

3.1.1. Definicién y estructura.

Los HAPs son compuestos formados por dos o matsraromaticos fusionados,
constituidos por carbono e hidrégeno, con o sititaysntes. El compuesto mas simple de
este grupo es naftaleno, mientras que los de mag®o molecular susceptibles de ser
estudiados por cromatografia de gases son losatip@anos.

Debe sefalarse que, a pesar de la gran variededntiguestos aromaticos policiclicos
existentes, en esta memoria Unicamente se handeoado los HAPs y sus derivados
alquilados. En I&abla 1 se presenta una relacion de los principales HAPsustituidos,

junto con su formula, estructura, peso moleculafiypero de anillos aromaticos.
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Tabla 1. Relacion de HAPs no sustituidos junto con su féamestructura, peso molecular

(PM), y nimero de anillos aroméaticos (N).

HAP Formula Estructura PM N

3

Naftaleno GoHs 128 2
9
Acenaftileno GoHsg OO 152 3
(]

99

Acenafteno &H10 154 2

Fluoreno G3H1o 166 2
OO‘]

Fenantreno GH1o 178 3

Antraceno GH1o 178 3
<)

Fluoranteno GH1o 202 4
0‘@0

Pireno GeHi1o 202 4

Benzo(g,h,i)fluoranteno {gHio 226 5

Ciclopenta(c,d)pireno  {gHio 226 5

oy
Benzo(a)antraceno 16H12 228 4
S @OO
Criseno GgH1o 228 4
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Tabla 1. Continuacion.

HAP Formula Estructura PM N
()
000

Trifenileno GgHiz 228 4

Naftaceno GeH12 S9ee 228 4

<

Benzo(b)fluoranteno £oHq SESe 252 5
Ogm@g

Benzo(j)fluoranteno GoH12 252 5
ccm%

Benzo(k)fluoranteno SoH 12 252 5

()

OOOO

Benzo(e)pireno &oH12 252 5
‘o

Benzo(a)pireno GoH12 252 5
()
OO‘O

Perileno GoH12 252 5
‘Sl

Dibenzo(a,j)antraceno @14 278 5
()
OOOO

Dibenzo(a,c)antraceno ,§Hi4 278 5
()
OOOO

Dibenzo(a,h)antraceno ,§H14 278 5
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Tabla 1. Continuacion.

HAP Formula Estructura PM
- cm@o‘e
Indeno(1,2,3-c,d)pireno  A&Hs» 276
(]
Piceno GoH14 278
Pentaceno $Hag Oeeee 278
@
S
Benzo(g,h,i)perileno H1 276
0‘0‘@0
Antantreno GoH12 276
L0
92y,
Coroneno GaH12 300
)
- - OOOOO
Dibenzo(a,l)pireno GaH 14 302
99
OOOO
Dibenzo(a,e)pireno LHag 302
()
. . @QOQO
Dibenzo(a,i)pireno eaH 14 302
000000
Dibenzo(a,h)pireno £H14 302
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3.1.2. Actividad biologica y carcinogenicidad de HAPS.

La actividad biologica de los HAPs vy, sobre todgaencial carcinogénico de muchos
de ellos, es lo que ha convertido a este grupoo¢aminantes en objeto de estudio
constante desde que, en 1933, Cook y colaboradargaran por vez primera
benzo(a)pireno a partir de alquitran, observande producia tumores malignos al ser

aplicado a la piel de ratones.

La carcinogenicidad de los HAPs se puede expresdivérsas formas. Asi, ademas de
las clasificaciones establecidas por organismos intero@nales, como la IARC
(Agencia Internacional para la Investigacion sobreCancer, “International Agency for
Research on Cancerd la USEPA (Agencia Americana para la Proteccion del Medio
Ambiente, “United States Environmental ProtectiogeAcy”), que estdn basadas en la
mayor o menor evidencia de si la exposicion a uterdenado HAP produce efectos
carcinogénicos, existen otras formas de expresgraglo de carcinogenicidad de estos
compuestos. Entre éstas, se pueden menciondandele de Badger en el que la
carcinogenicidad varia entre (-) y (++++) (Badg&848), la escala propuesta por
Cavalieri y colaboradores (Cavalieri y col.,, 1983, 1985), que caracteriza la
carcinogenicidad en orden creciente desde (-) lfastat++), el menos comuimdice Iball
(Braga y col., 1999) o Igsotencias carcinogénicas relativagPR) (Collins y col., 1991).

El indice Iball es proporcional a la fraccion den@ales que muestran una respuesta
carcinogénica como resultado de su exposicion pasible carcindgeno, dividida por el
periodo medio de latencia. Por otra parte, las JgfRegan la carcinogenicidad en relacion
con la de benzo(a)pireno, que se considera 1; éseasutilizan para estimar

cuantitativamente el riesgo de cancer asociaddecerposicion a HAPS.

Debe sefialarse que, a menudo, existen diferenotes @ grado de carcinogenicidad

asignado a los diferentes HAPs en unas clasificasiy otras. Ademas, hay que tener en
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cuenta que éstas pueden verse modificadas a meda@ae realizan mas estudios y se
obtienen nuevos datos. Un ejemplo muy significateso el de naftaleno, que durante
muchos afos ha sido considerado no carcinogénic@noargo, desde que en el afio 2000
se pusiera de manifiesto la actividad carcinogédeaeste HAP en ratas (NTP, 2000),
agencias internacionales como la IARC lo han rédaado, considerandolo como posible
carcinogénico en humanos (grupo 2B) (IARC, 200%imAsmo, se puede mencionar el
caso de benzo(a)pireno que, en el afio 2005, passerdeonsiderado probablemente
carcinogénico en humanos por la IARC (grupo 2Aaieiaogénico en humanos (grupo 1)

(IARC, 2010).

En laTabla 2 se presenta un amplio numero de HAPs y su gradmagnogenicidad

segun diversas fuentes.

Tabla 2. Carcinogenicidad de una serie de HAPs, expresadietentes formas.

HAP Cc1? c2 Cc3 Iball ¢ PR®
Naftaleno 2B - - ND ND
Acenafteno 3 ND ND ND ND
Fluoreno 3 ND ND ND ND
Fenantreno 3 - - 00 ND
1-Metilfenantreno 3 ND ND ND ND
1,4-Dimetilfenantreno 3 ND ND ND ND
Antraceno 3 - - ND ND
5,10-Dimetilantraceno ND ND + ND ND
9,10-Dimetilantraceno ND + ND ND ND
Fluoranteno 3 ND ND ND ND
2-Metilfluoranteno 3 ND ND ND ND
3-Metilfluoranteno 3 ND ND ND ND
Pireno 3 - ND ND 0,081
1-Metilpireno ND - ND ND ND
2-Metilpireno ND - ND ND ND
4-Metilpireno ND - ND ND ND
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Tabla 2. Continuacion.

HAP c1? c2 c¥ Iball PR®

Benzo(b)fluoreno 3 ND ND ND ND

Benzo(c)fluoreno 3 ND ND ND ND

Benzo(c)fenantreno 2B + ND ND ND
1-Metilbenzo(c)fenantreno ND + ND ND ND
2-Metilbenzo(c)fenantreno ND + ND ND ND
3-Metilbenzo(c)fenantreno ND ++ ND ND ND
4-Metilbenzo(c)fenantreno ND ++ ND ND ND
5-Metilbenzo(c)fenantreno ND +++ ND ND ND
6-Metilbenzo(c)fenantreno ND ++ ND ND ND

Benzo(a)antraceno 2B + + 07 0,145
1-Metilbenzo(a)antraceno ND - - ND ND
2-Metilbenzo(a)antraceno ND - - ND ND
3-Metilbenzo(a)antraceno ND - - ND ND
4-Metilbenzo(a)antraceno ND ND - ND ND
5-Metilbenzo(a)antraceno ND - - ND ND
6-Metilbenzo(a)antraceno ND ++ ++ ND ND
7-Metilbenzo(a)antraceno ND +++ +++ ND ND
8-Metilbenzo(a)antraceno ND - ++ ND ND
9-Metilbenzo(a)antraceno ND - + ND ND
10-Metilbenzo(a)antraceno ND ND + ND ND
11-Metilbenzo(a)antraceno ND - - ND ND
12-Metilbenzo(a)antraceno ND ++ ++ ND ND
5,12-Dimetilbenzo(a)antraceno  ND ND - ND ND
6,8-Dimetilbenzo(a)antraceno ND +++ ++++ ND ND
6,12-Dimetilbenzo(a)antraceno  ND ++++ ++++ ND ND
7,12-Dimetilbenzo(a)antraceno  ND +++++ ++++ ND ND
8,12-Dimetilbenzo(a)antraceno  ND ND ++++ ND ND
9,10-Dimetilbenzo(a)antraceno  ND ND ++ ND ND
7-Etilbenzo(a)antraceno ND + ND ND ND
12-Etilbenzo(a)antraceno ND - ND ND ND
6,8,12-Trimetilbenzo(a)antraceno ND ++++ ND ND ND

Criseno 2B + + 05 0,0044
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Tabla 2. Continuacion.

HAP c1? c2 c¥ Iball PR®
1-Metilcriseno 3 ND - ND ND
2-Metilcriseno 3 ND - ND ND
3-Metilcriseno 3 ND - ND ND
4-Metilcriseno 3 ND - ND ND
5-Metilcriseno 2B +++ ++++ ND ND
6-Metilcriseno 3 + - ND ND
2,3-Dimetilcriseno ND ND - ND ND
5,6-Dimetilcriseno ND ND ++ ND ND
5,12-Dimetilcriseno ND ND - ND ND

Trifenileno 3 - - 00 ND

Naftaceno ND - ND ND ND

Benzo(b)fluoranteno 2B ND ND ND 0,141

Benzo(j)fluoranteno 2B ND ND ND 0,061

Benzo(k)fluoranteno 2B ND ND ND 0,066

Benzo(a)fluoranteno 3 ND ND ND ND

Benzo(e)pireno 3 - + 02 0,004

Benzo(a)pireno 1 ++++ ++++ 72 1,0
1-Metilbenzo(a)pireno ND ++++ ND ND ND
2-Metilbenzo(a)pireno ND ++++ ND ND ND
3-Metilbenzo(a)pireno ND ++++ ND ND ND
4-Metilbenzo(a)pireno ND ++++ ND ND ND
5-Metilbenzo(a)pireno ND +++ ND ND ND
6-Metilbenzo(a)pireno ND +++ ND ND ND
7-Metilbenzo(a)pireno ND +++ ND ND ND
10-Metilbenzo(a)pireno ND + ND ND ND
11-Metilbenzo(a)pireno ND ++++ ND ND ND
12-Metilbenzo(a)pireno ND ++++ ND ND ND
1,2-Dimetilbenzo(a)pireno ND ++++ ND ND ND
1,3-Dimetilbenzo(a)pireno ND ++++ ND ND ND
1,4-Dimetilbenzo(a)pireno ND ++++ ND ND ND
1,6-Dimetilbenzo(a)pireno ND +++ ND ND ND
2,3-Dimetilbenzo(a)pireno ND ++++ ND ND ND

3,6-Dimetilbenzo(a)pireno ND +++ ND ND ND
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Tabla 2. Continuacion.

HAP c1? c2 c¥ Iball PR®
3,12-Dimetilbenzo(a)pireno ND ++++ ND ND ND
4,5-Dimetilbenzo(a)pireno ND ++++ ND ND ND
7,10-Dimetilbenzo(a)pireno ND - ND ND ND
6-Etilbenzo(a)pireno ND - ND ND ND

Perileno 3 - - ND ND
3-Metilcolantreno ND ++++ ND ND ND
1,3-Dimetilcolantreno ND ++ ND ND ND
2,3-Dimetilcolantreno ND ++ ND ND ND

Dibenzo(a,c)antraceno 3 + + 03 ND

Dibenzo(a,h)antraceno 2A +++ ++ 26 1,11

Dibenzo(a,j)antraceno 3 + ND 04 ND

Indeno(1,2,3-cd)pireno 2B ND ND ND 0,232

Benzo(b)criseno 3 ND - ND ND
7,12-Dimetilbenzo(b)criseno ND ND - ND ND

Piceno 3 - - ND ND

Benzo(g,h,i)perileno 3 - ND ND 0,022

Antantreno 3 * ND ND 0,320
6-Metilantantreno ND ++ ND ND ND
6,12-Dimetilantantreno ND ++ ND ND ND

Ciclopenta(c,d)pireno 2A - ND ND 0,023

Coroneno 3 - ND ND ND

Dibenzo(a,e)fluoranteno 3 ND ND ND ND

Dibenzo(a,e)pireno 3 +++ +++ 50 ND

Dibenzo(a,i)pireno 2B ++++ ++++ 74 ND

Dibenzo(a,h)pireno 2B ++++ ++++ 68 ND

Dibenzo(a,l)pireno 2A ++++ ND 33 ND

Dibenzo(e,l)pireno ND - ND ND ND

& Carcinogenicidad segun la clasificacion de la IARERC, 1973, 1983, 2002, 201Q): carcinogénico en
humanos;2A: probablemente carcinogénico en humaris; posiblemente carcinogénico en humaris;
inclasificable en cuanto a su carcinogenicidad @nadnos?” Datos de Cavalieri y colaboradores (Cavalieri y
col., 1983; Cavalieri y Rogan, 1985)++++, extremadamente active:+++, muy activo;+++, activo; ++,
moderadamente active:, débilmente activox, muy débilmente activo;, inactivo; © Datos de Loew vy
colaboradores (1980, 1985J;indice Iball, tomado de Braga y colaboradores ()J98%PR: potencias
carcinogénicas relativas, adaptadas de Krewskiabosadores (1989)ND: No hay datos.
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En la Tabla 2 se puede observar que existen dd@®notables entre isdmeros, y que la
metil sustitucion afecta de forma importante aldgrae carcinogenicidad de los distintos
HAPs, ya que la presencia de grupos alquilo enrmi@tadas posiciones confiere o

intensifica el potencial carcinogénico de algune®iibs (Irwin y col., 1998).

3.2. Legislacion sobre HAPs en queso

A pesar de los efectos perjudiciales de los HARa |aasalud humana, y de su presencia
en una gran variedad de alimentos, hay que resaftdta de medidas legales para evitar
o limitar la presencia de estos contaminantesn los mismos. Ademas, en relacion con las
medidas existentes, cabe hacer las siguientesdepasiones: (a) no existen limites en
todos los paises; (b) los limites existentes sateh referencia a unos pocos alimentos; (c)
no existe un consenso en cuanto a concentracioesnas permitidas, ni entre paises ni
entre alimentos; y (d) las disposiciones estabdéecgblo afectan a la concentracién de un
namero muy limitado de compuestos, aun cuando Beceoque existen muchos otros
HAPs con actividad carcinogénica reconocida queened, se han encontrado en
alimentos.

En el Reglamento CE 835/2011 de la Comision Eurdp@ale agosto de 2011) y en el
Reglamento CE 1327/2014 de la Comision Europead@ liciembre de 2014) se han
establecido limites para ciertos HAPs en alguna®ealtos como carnes y productos
carnicos ahumados, aceites y grasas, productosigresgahumados y moluscos bivalvos
ahumados y sin ahumar, entre otros. Estos limiwsav entre 2 y 6ug/kg para
benzo(a)pireno y entre 1Qg/kg y 30 pg/kg para la suma de benzo(a)pireno,
benzo(a)antraceno, benzo(b)fluoranteno y criseay.dtie destacar que, a pesar de que los
HAPs son lipofilicos, de que los lipidos son cormgrirs mayoritarios del queso y de que
algunos quesos se someten al proceso de ahuméslajisgento no ha sido incluido en el

citado Reglamento.
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A la legislacion anterior hay que afadir otra médsgaa (Directiva 88/388/CEE de 22
de junio de 1988), que hace referencia Unica yusk@mente a los alimentos ahumados
con aromas de humo, estableciendo un maximo de @08 de benzo(a)pireno. Sin
embargo, aun cuando no se ha sefalado ninguna pararello, en Espafa esta prohibido
el ahumado de queso con aromas de humo; en conséguel Unico limite que existe
actualmente en nuestro pais para HAPs en ques@staelecido para benzo(a)pireno en el
Real Decreto 1113/2006, del 29 de Septiembre, pgue se aprueban las normas de
calidad para quesos y quesos fundidos; segun edea(Oa concentracion de este HAP no

debe sobrepasar los @/kg en la corteza de quesisumados madurados.

3.3. Métodos para la determinacién de HAPs en queso

La determinacion de HAPs en queso, al igual quie emyor parte de alimentos, es una
tarea dificil por varias razones; entre ellas, cedigalar la complejidad de este alimento,
integrado por componentes de naturaleza diversa,afta proporcion de grasa, ya que los
componentes lipidicos se disuelven en los mismasiwintes que los HAPSs, interfiriendo

en la determinacion de éstos.

3.3.1. Técnicas empleadas para la extraccion y aistiento de HAPs en queso.

De un modo general, puede decirse que los primestslios sobre la presencia de
HAPs en alimentos se centraban Unicamente en lkarndieiacion del bien conocido
carcindgeno benzo(a)pireno, si bien a medida qumzaron las técnicas analiticas se
empezaron a determinar un mayor numero de estopumstos. Entre los primeros
métodos utilizados para el estudio de HAPs en aliose empleados también para muestras
de queso, cabe destacar los dos desarrollados6énpb® Howard y colaboradores para la
determinacion de HAPs en alimentos ahumados: ursohp&Ps en general (Howard y col.,

1966a) y otro especifico para benzo(a)pireno (Hdwarol., 1966b). Muy brevemente, las
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etapas que incluian estos procedimientos erandigestion alcalinainicial del producto
con hidréxido potasico etandlico, seguida por utaga deextraccién con iso-octandel
aislamiento de los HAPs de otros compuestos imtarfes se llevaba a cabo mediante
cromatografia en columna de florisgeguida poparticion entre dimetilsulféxido e iso-
octano, cromatografia en papel y cromatografia epacfina. Estos métodos fueron
analizados en colaboracion entre la Asociacioni@fide Quimicos Analiticos (AOAC,
“Association of Official Analytical Chemists”) y lanién Internacional de Quimica Pura 'y
Aplicada (IUPAC, “International Union of Pure ang@lied Chemistry”) (Howard y col.,
1968; Fazio y col., 1973), y el método para HAPgeneral fue adoptado como método
oficial por la AOAC en 1973 (Howard y Fazio, 1980).

Desde entonces, se han desarrollado numerososaoaédiach la determinaciéon de HAPs
en alimentos, de los cuales algunos han sido edgddambién para el estudio de queso. A
pesar de las diferencias existentes entre uno®giro@ntos y otros, puede decirse que
gran parte de ellos comienzan, al igual que loBloward y colaboradores (1966a,b), con
unadigestion alcalinade la muestra, seguida por una o pagiciones liquido-liquidoy
por cromatografia en columneon adsorbentes de naturaleza diversa, que tgorevbjeto
separar los HAPs de compuestos de naturalezacipidiotros compuestos interferentes.
Entre estos métodos, cabe sefialar el descrito pomter y Bohnke en 1975; segln estos
investigadores, los alimentos ricos en proteindreelos que se incluye el queso, son
sometidos a undigestién alcalinanicial con hidréxido potasico y metanol. Los HASm
extraidos y concentrados mediante dos etapastdeccion liquido-liquiddmetanol-agua-
ciclohexano, N,N-dimetilformamida-agua-ciclohexaryopor cromatografia en columna
sobreSephadex LH-2C0Este procedimiento ha sido utilizado con algunaslifitaciones
para la determinacién tanto de benzo(a)pireno &kint col., 1979) como de un namero
mas alto de HAPs (Panalaks, 1976) en queso ahurgattbmétodo también fue objeto de

un estudio colaborativo, del que se publicé unrmien 1978 (Fazio y Howard, 1983).
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Ademas de Grimmer y Bbhnke, (1975), otros invedtigas también han empleado la
digestion alcalinacomo primera etapa para el estudio de la preselecidAPs en queso
(Joe y col., 1984; Riha y col., 1992; Dafflon y.cb995; Bosset y col., 1998; Anastasio y
col., 2004). Algunos autores sostienen que la tigeslcalina es necesaria cuando se
estudian alimentos ricos en proteinas, ya quetegmiento permite liberar los HAPs de
las estructuras de las que forman parte, haciendiblp una extraccion mas completa de
los mismos (Howard y col., 1966a,b; Grimmer y B&nk975; Takatsuki y col., 1985;
Chen y col., 1996); ademas, se ha sefialado quigdatidn alcalina es util para eliminar
lipidos, &cidos grasos libres e impurezas solubleagua. Sin embargo, a pesar de ello,
también existen estudios en los que los HAPs saaxtdirectamente, sin una digestion
alcalina previa de la muestra (So6s y col., 19&@liBca y col., 2003). En relacion con la
necesidad o no de la digestion alcalina, GuilléBopelana (2004a) comprobaron que,
efectivamente, esta etapa era necesaria parantin@tion de acidos que interfieren de
forma importante en la determinacion de HAPs ersgusobre todo cuando el andlisis de
los mismos se lleva a cabo por CG/EM. Ademas, agafdialla conveniencia de realizar la
digestion alcalina, no directamente sobre la magssino sobre la grasa extraida
previamente de la misma. Por tanto, a pesar deelquatamiento alcalino de las muestras
es un proceso largo, constituye un buen métodaudtcacion.

En una segunda etapa, se lleva a cabextaaccion de HAPs con un disolvente
organico, generalmenteiclohexano(Dafflon y col., 1995; Bosset y col., 1998; Pagiiuc
col., 2003; Anastasio y col.,, 2004; Guillen y Sepeal, 2004a; Naccari y col., 2008),
aunque también se han utilizado otros, casoeoctano(Howard y col., 1966a,b},1,2-
tricloro-1,2,2-trifluoroetano(freon 113) (Joe y col., 1984)rehexano(Suchanova vy col.,
2008). Guillén y Sopelana (2004a) encontraron gaenecesaria una clarificacion del

extracto con tungstato sodico para lograr la pitedion de lipoproteinas y otros
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compuestos en suspension, que impedian una comseptracion de fases durante la
extraccion de los HAPs con ciclohexano.

En 1977, Potthast propuso un método para el aistemirapido de HAPs en productos
carnicos ahumados, que también se utilizé paraogabamado, y que presentaba como
novedad la introduccion dearbonato de propileno Segun el propio autor, este
procedimiento permitia la extracciéon de HAPs lildescompuestos de naturaleza lipidica y
una reduccién del tiempo invertido en el proceso egbargo, apenas ha sido empleado.

Una vez obtenido el extracto que contiene los Hgdesentes en la muestra, el siguiente
paso es lgurificacion del mismo Esta se puede llevar a cabo por medigaigiciones
liquido-liquido con dimetilsufoxido(Howard y col., 1966a,b; Joe y col., 1984) o con
dimetilformamida/agug?9:1, v/v) (Grimmer y Boéhnke, 1975; Pagliuca y.c@003), y/o
por cromatografia de adsorcionbien utilizando columnas (Howard y col.,, 1966a,b;
Grimmer y Bohnke, 1975; Panalaks, 1976; Lintas ¥, ct®79; Joe y col.,, 1984) o
cartuchos de extraccioen fase solida, rellenos, en general, con flooisilicagel (Dafflon
y col., 1995; Bosset y col., 1998; Pagliuca y ca003; Anastasio y col., 2004; Guillén y
Sopelana, 2004a). Tambiéndamatografia de permeacion en ¢&PC, “Gel Permeation
Chromatography”) se ha aplicado para la purificacie extractos de HAPs y se ha
considerado muy efectiva para eliminar interferascie elevado peso molecular.

Muchos de los procedimientos de extraccion y madion utilizados para la
determinacion de HAPs presentan el inconvenientejwe requieren mucho tiempo vy
grandes cantidades de disolventes organicos, nomenét toxicos y caros. Por todo ello,
desde hace ya unos afios, parte de la investigaeidma centrado en el desarrollo de
métodos alternativos mas eficientes que generen nzanresiduos y que simplifiquen el
analisis de HAPsde manera que permitan realizar esta determinae&dorma mas rapida
y adecuada para métodos de rutina. Esto ha llexddaitilizacion de técnicas tales como:

la extraccion con fluidos supercriticdSFE, “supercritical fluid extraction”), que petmi
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tiempos de extraccion mas cortos con recuperaciomes altas y menor consumo de
disolventes organicos; kextraccion acelerada con disolvenf&SE, “accelerated solvent
extraction”), que potencia la eficacia de extrasaiperando automaticamente a presion y
temperatura elevadas y utilizando pequefios volumeieedisolventes; o laxtraccion
asistida con microonda@AE, “microwave-assisted extraction”).

Por ultimo, en los ultimos afos, se ha desarrolladiometodologia para la extraccion y
aislamiento de HAPs basada en QUEChERS (“Quicky,E2lseap, Effective, Rugged and
Safe”). Esta se ha utilizado para la determinacitn HAPs en algunas matrices
alimentarias, sobre todo productos de la pescag¢doh 2012; Madureira y col., 2014).

El principal inconveniente que presentan algunasstigs Ultimas técnicas es su elevado
coste y exceptuando la ASE, que ha sido aplicadadaterminacion de HAPs en queso
ahumado (Michalski y Germuska, 2003), las demasamosido empleadas en el estudio de
este tipo de alimento.

En conclusion, puede decirse que, a pesar delrddsate nuevas técnicas, los métodos
clasicos de extraccion siguen utilizandose, prarabhte debido a que estos Ultimos son
mas baratos y no necesitan equipamiento adicitmgue facilita su empleo.

Por udltimo hay que afadir que $PME, descrita entre las técnicas para el estudio de
compuestos volatiles, ha sido utilizada tambiéra garextraccion de HAPs en algunos
alimentos como pescado 0 aceites vegetales; narabsil rango de HAPs determinado
dependerda de si la extraccién se lleva a cabo espelcio de cabeza (Guillén y Errecalde,
2002; Aguinaga y col., 2008) o por inmersion erado de muestras liquidas (Purcaro y
col., 2007a, b). En relacidon con el queso tamb&hasestudiado la posibilidad de utilizar
esta técnica como herramienta de cribado paraedifear muestras de queso ahumado con

distinto grado de contaminacién por HAPs (Guillédopelana, 2005).

33



Introduccién

3.3.2. Técnicas empleadas para la separacion, idégwacion y cuantificacion de HAPs.
Varios autores (Grimmer y Bohnke, 1975; Vaesseroly, d984; Chen, 1997) han
sefialado que la CG/EM parece ser la técnica miggaiti la determinacion de un elevado
numero de HAPs, debido al gran poder de resoludema CG y a la especificidad de
deteccion de la EM (Howard y Fazio, 1980; Uthe ysMl 1988). Ademas, la deteccion
por EM permite la utilizacion de HAPs deuteradoso@atrones internos, que presentan
muchas ventajas en relacion con otro tipo de costpseitilizados con este fin (Baumard y
Budzinski, 1997). Sin embargo, hay que sefalar gyeesar de las ventajas de la CG/EM,
esta técnica ha sido poco utilizada para la detexction de HAPs en queso (Lintas y col.,
1979; Guillén y Sopelana, 2004a), siendoctamatografia liquida de alta resolucién
(HPLC) condeteccion UV y/o de Fla técnica mas ampliamente empleada (Howard y
col., 1966a,b; Sods, 1980; Crosby y col., 1981;aRitcol., 1992; Lodovici y col., 1995;
Bosset y col., 1998; Garcia Falcon y col., 1999liBea y col., 2003; Anastasio y col.,
2004; Suchanova y col., 2008). Esta ultima presénteentaja de que permite separar
algunos HAPs isbmeros como, por ejemplo, benzafrdinteno, benzo(j)fluoranteno y
benzo(k)fluoranteno, dificiles de separar por C@8emas, permite la determinacion de
algunos compuestos que pueden degradarse si seeexpaltas temperaturas durante su
separacion, asi como de HAPs con peso molecularisu@a 300, cuya baja volatilidad
limita su analisis por CG. Uno de los inconvenisrde la HPLC es que las longitudes de
onda de excitacién y emisién tienen que ser se@lradas para cada HAP, por lo que
resulta dificil obtener simultaneamente las maxisassibilidades para un alto nimero de
compuestos. Por otra parte, los resultados desvatitores (Crosby y col., 1981; Joe y col.,
1982; Vaessen y col., 1984) han puesto de manfiegte la HPLC proporciona
insuficiente resolucion para separar los numerasoémeros presentes en las mezclas
complejas de HAPs. En consecuencia, la CG pareseadetuada para analizar un nimero

mayor de HAPs, asi como para el estudio de dersvatipilados.
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3.3.3. Métodos oficiales y estudios colaborativos.

Hay que sefalar que, entre los métodos descritasdederminar HAPs en alimentos, y
por extension en queso, muy pocos han sido sonsetidestudios colaborativos entre
laboratorios especializados de varios paises, ptages a nivel internacional. De hecho, el
unico que figura entre los métodos oficiales ddisinade la AOAC es el de Howard y
colaboradores (1966a), mencionado en el aparta8d JPagina 29), no habiéndose
publicado ningun otro método considerado oficiatapk determinacién de HAPs en
alimentos desde entonces. Unicamente la Organizémiérnacional para la Normalizacion
(ISO, “International Organization for Standardipat) ha establecido una norma
internacional para benzo(a)pireno, pero ésta sa@lce hreferencia a grasas y aceites
(International Standardization (ISO): ISO 15302020

Por otra parte, a la falta de métodos aceptadagehmacional o internacional hay que
afadir la escasa informacion publicada hasta laafecerca de estudios colaborativos. En
este sentido, cabe sefialar que, a partir del aéié, 28 Unién Europea ha llevado a cabo
algunos estudios de este tipo para la determinat®ot5 6 16 HAPs en aromas de humo
liquidos (Simon vy col., 2005, 2006, 2007, 2010j,casno en aceites vegetales comestibles
(Simon y col., 2008). Los resultados de todos esstisdios ponen de manifiesto una gran
variabilidad dependiendo de los procedimientos gnit@as utilizados, lo que revela la
necesidad de avanzar en el desarrollo y validadénmétodos analiticos aceptados
oficialmente y adecuados para andlisis de rutingg permitan determinar un amplio
numero de HAPs, asi como comparar con fiabilidadltados procedentes de diferentes

laboratorios.

3.4. Estudios sobre la presencia de HAPs en quesweado y sin ahumar.
El origen de los HAPs presentes en queso ahumala atibuido fundamentalmente al

proceso de ahumado y, aunque en menor grado, tarabig@ contaminacion ambiental.
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Dentro del proceso de ahumado, se diferencian @ps®& una de generacion del humo y
otra de aplicacién del humo al alimento. Los fag$ogue intervienen en estas operaciones,
tales como el tipo de generador utilizado, la termpea del proceso o la naturaleza del
material de partida empleado para la producciomutieo (Tilgner y Miler, 1963; Howard y
col., 1966a,b; Kakareka y col., 2005), asi comock®scteristicas del alimento a ahumar,
determinaran el nimero y concentracién de los Héésositados sobre la superficie del
mismo.

Por otra parte, los HAPs presentes en el ambiergdgn contaminar la materia vegetal
gue sirve de alimento a los animales terrestrete yeste modo, acumularse en sus tejidos
grasos y pasar, a su vez, a los alimentos deriv@eléss mismos; tal es el caso de la leche,
materia prima de partida para la elaboracion delsqu(Grova y col.,, 2002). En este
sentido, Husain y colaboradores (1997), que estli@él contenido de estos contaminantes
en productos obtenidos a partir de animales cri@togonas contaminadas por HAPS,
encontraron niveles significativos de estos comjasesn huevos y leche. En consecuencia,
no resulta extrafio que diversos estudios hayartgpdesmanifiesto la presencia de HAPs,
algunos incluso de alto peso molecular como bejgioéao, en queso sin ahumar, aunque
normalmente en concentraciones mas bajas que amlmsados (Howard y col., 19664, b;
McGill y col., 1982; Bosset y col., 1998; Pagliucaol., 2003; Suchanova y col., 2008).

Hay que sefialar que, a pesar de la gran variedajuelos ahumados existentes en
diferentes paises, los estudios sobre la presdeci4APs en este tipo de producto son
muy numerosos. Ademas, en la mayoria de ellostsengiea un nimero muy bajo de estos
contaminantes (entre 2 y 15) (Panalaks, 1976; MaoGitol., 1982; Joe y col., 1984;
Dafflon y col., 1995; Bosset y col., 1998; De Marti col., 1998; Pagliuca y col., 2003;
Naccari y col., 2008; Suchanova y col., 2008) duisa sélo benzo(a)pireno (Lucisano y
col., 1973; Lintas y col., 1979; Fritz y Sods, 19Rmha y col., 1992; Garcia Falcon y col.,
1999; Michalski y Germuska, 2003; Anastasio y @004).

36



Introduccién

Ya en 1966,Howard y colaboradores (1966ajletectaron pequefias cantidades de
fluoranteno y pireno tanto en queso ahumado de tipo Gouda (2,8 y kg,
respectivamente), como en queso Cheddar sin ahusnhabjen en este Ultimo las
concentraciones eran algo mas bajas (0,8 y@kg, respectivamente).

En 1982, los investigadores britanichcGill y colaboradoresllevaron a cabo un
estudio comparativo de las concentraciones de afgitAPs en queso ahumado y sin
ahumar. Los resultados obtenidos revelaron la pecesede varios HAPs en el queso
ahumado, entre los que se encontraban benzo(a)pyentros carcinogénicos como
benzo(a)antraceno, indeno(1,2,3-cd)pireno o bemathtenos, en concentraciones entre
0,01 y 16pg/kg. Estos mismos contaminantes fueron detecttdobién en el queso no
ahumadpaunque en concentraciones bastante mas. bajas

En relacion con la forma de llevar a cabo el ahum&iha y colaboradores (1992)
sefialaron que la técnica de ahumado en frio coromatural que se utiliza normalmente
para el ahumado del queso, parece ser efectiva pegacir la deposicion de
benzo(a)pireno, ya que este HAP no fue detectadurguna de las muestras analizadas
por ellos.

Bosset y colaboradores (1998)ue estudiaron la presencia de 15 HAPs, tanerdg)
como pesados, en diversos tipos de quesos suizis gtros paises, observaron que
fenantreno, presente en todas las muestras estsdied en general el HAP mas abundante
en la mayor parte de ellas, con concentraciones waryables (0,8-85,2ug/kg)
dependiendo de la procedencia del queso. Tambiéngfue detectado en la mayor parte
de las muestras, en concentraciones mas bajasaetfeno (0,2-17,29/kg). Naftaleno,
fluoreno y fluoranteno fueron detectadosuennimero menor de muestras. En este mismo
estudio se analizaron otros tipos de queso, tanimados como sin ahumar, encontrando
gue benzo(a)antraceno estaba presente en todss llpue las concentraciones en los

guesos sin ahumar eran del mismo orden o inclusoattes que en los ahumados. Esto les
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llevd a pensar que el origen de este HAP no estabhusivamente en el proceso de
ahumado, sino que mas bien parecia ser produdtoad&taminacion ambiental.

Pagliuca y colaboradores (2003analizaron el contenido de HAPs de alto peso
molecular (benzo(a)antraceno, criseno, benzo(b)fluorantenenzdik)fluoranteno vy
benzo(a)pireno) en un queso tipico italiano denadon“Diavoletto”, ahumado de forma
tradicional con diferentes materiales (virutas delena de naturaleza diversa, paja, heno y
cartdén). Las concentraciones de estos contaminaatésban en un rango de 0,12 a 6,21
ug/kg, correspondiendo el valor mas bajo al quesmonaldo con paja y heno, y el mas alto
al ahumado con virutas de madera de abeto. Calsasajue, aunque se encontraron
diferencias entre los quesos ahumados con humaidbta partir de diferentes maderas,
no se observd que las maderas blandas produjeserantaminacion que las duras, tal
como habian sefialado antes varios autores (Dilag86; Kersken, 1974).

Anastasio y colaboradores (2004ambién pusieron de manifiesto la influencia que
tiene el proceso de ahumado y, en concreto, ebigpmaterial empleado como combustible
para producir el humo, en la concentracién de b@jgimeno en otro queso tipico italiano
ahumado con Denominacién de Origen, el “MozzawdillBufala Campana”. Estos autores
estudiaron quesos ahumados experimentalmente nedragtodos tradicionales con
diferentes materiales (paja, cartdén y virutas ddera, y otros ahumados con los mismos
materiales, pero comerciales. Segun los result@oienidos, los quesos ahumados con paja
y con carton contenian niveles mas altos de be)picdao que los ahumados con virutas
de madera. Sin embargo, en este caso, las difaseanire los quesos fueron atribuidas no
so6lo al material de ahumado sino también al restiactores que intervienen en el proceso.

Otros autores que también estudiaron la influedelgproceso de ahumado en el grado
de contaminacion por HAPs del queso fueBucthanova y colaboradores (200&)ue
analizaron la presencia de los 15 HAPs considenadostarios por la UE en 36 quesos de

distinta procedencia ahumados de forma diferends. lesultados obtenidos pusieron de
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manifiesto la existencia de concentraciones de HAgscinogénicos, incluido
benzo(a)pireno, mas bajas en quesos ahumados draj@iones industriales (entre 0,1 y
2,7ug/kg) que en quesos ahumados de forma tradicientde(3,9 y 6,219/kQg).

La forma de aplicar el humo al alimento tambiétuiyg en su grado de contaminacién
por HAPs. En este sentido, debe sefalarse quey aotlalidad, existe la posibilidad de
separar totalmente la etapa de produccion de hutaag aplicacién de éste al alimento,
no sélo en el espacio, sino también en el tiempediamte el ahumado con aromas de
humo; de este modo se pretende disminuir la caeg&lAPs de los alimentos que se
someten a este proceso. De hecho, algunos esyaliosn demostrado que esta forma de
aplicar el humo al alimento produce una deposiaidenor debenzo(a)pireno en la
superficie del queso que el ahumado tradicionahgRi col., 1992; Aydinol y Ozcan,
2013). No obstante, hay que sefalar que el comel@dHHAPS en los quesos ahumados con
aromas dependera del grado de contaminacion derdpsos aromas, tal como ponen de
manifiesto los resultados de Pagliuca y colaboesl¢2003). Otros autores también han
observado que los quesos ahumados con aromas delfyuidos presentan un grado de
contaminacion menor que los ahumados de formacteemdil (Anastasio y col., 2004;
Naccari y col., 2008; Suchanova y col., 2008). Agpade ello, y como se ha comentado
anteriormente, en Espafia no esta permitido el athordea queso con aromas de humo
(Real Decreto 1113/2006, del 29 de Septiembre).

Por ultimo cabe mencionar que los resultados denakyde estos estudios (Lucisano y
col., 1973; Anastasio y col., 2004; Guillén y Sepa, 2004a; Suchanova y col., 2008) han
puesto de manifiesto diferencias entre el gradootaminacion de las distintas partes del
queso, siendo éste mas alto en la corteza queiiedbr.

Tal como se ha comentado anteriormente, una partlsl estudios sobre HAPs en
gueso Unicamente hacen referencia a benzo(a)piegnestos estudios, llevados a cabo en

paises como Espafa (Garcia Falcon y col., 1999 KfLintas y col., 1979; Anastasio y
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col., 2004), Hungria (Fritz y col., 1977) o Cang@&analaks, 1976), se han encontrado
concentraciones de este HAP que varian desde satdegiores a Jig/kg (Panalaks, 1976;
Fritz y col., 1977; Crosby y col., 1981; Garciadéal y col., 1999) hasta otros tan altos
como 7,8 ug/kg (Michalski y Germuska, 2003). Sin embargo, etios casos,
benzo(a)pireno no ha sido detectado en ninguna taenayor parte de las muestras
estudiadas (Riha y col., 1992; Bosset y col., 1998)

De todo lo expuesto arriba, se puede concluir qubay demasiada informacion sobre
el grado de contaminacion por HAPs del queso ahanyadque gran parte de estos
estudios hacen referencia exclusivamente a algymesos ahumados tipicos de Italia, tales
como Provola, Ricotta (De Martin y col., 1998; Nacg/ col., 2008), Diavoletto (Pagliuca
y col., 2003) o Mozzarella di Bufala Campana (Aaait y col., 2004; Suchanova y col.,
2008), existiendo poca informacion acerca de dipms de queso, entre los que se pueden
incluir la mayor parte de los quesos espafolesci@tamente, en Espafia, hasta donde
nosotros sabemos, sélo hay un estudio exhaustine da presencia de HAPs en quesos
ahumados comerciales de diferente origen (GuilléBopelana, 2004a), en el cual se
determina un amplio rango de estos contaminantesamso derivados alquilados. Sin
embargo, hay que sefalar que existe un crecietdeésnen aumentar la seguridad del
gueso ahumado fabricado siguiendo métodos tradilden En esta linea, Conde y
colaboradores (2005) han estudiado las concentregide varios HAPs y algunos de sus
derivados metilados en humo procedente de la cdidhwde jara y brezo producido en dos
tipos diferentes de ahumadero utilizados normaleent las islas Canarias para ahumar
queso

Por tanto, teniendo en cuenta que: algunos ques@sios Sse someten a un proceso de
ahumado artesanal que, si no se realiza adecuatigmedria dar lugar a la contaminacion
de los mismos con HAPs; que en la Comunidad Cagrlaggproductos lacteos, entre los

gue destaca el queso, son el grupo de alimentoprgeenta mayor consumo (Serra-Majem
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y col., 1999); y que hasta la fecha no hay estusaise la contaminacion por HAPs de
guesos ahumados canarios; en esta memoria se Ihi@goa el estudio del grado de

contaminacién por HAPs de algunos de estos tipagidso.
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Objetivos

Los objetivos que se plantean en esta memoriaososiguientes:

1.- Estudio de los componentes voléatiles de queso Pahmartesanal ahumadocon dos
tipos distintos de materia vegetalaciculas de ping/ penca de tuneraeca Dentro de
este objetivo general, se pueden diferenciar urma de objetivos parciales:

1.1. Caracterizar los componentes del espacio bezeade cada uno de estos quesos,
muchos de ellos responsables de su aroma.

1.2. Estudiar las diferencias entre los quesos adomcon los dos tipos de materia
vegetal. En este punto se contempla la bUsquedaodguestos marcadores
caracteristicos de la materia vegetal utilizadaapar ahumado. Esto podria
contribuir a la deteccion de posibles fraudes s@ste tipo de queso, ya que no
puede ser ahumado con materias vegetales queérbiesiuidas en el Reglamento

de la D.O.P. Queso Palmero.

2.- Estudio de loscomponentes volétiles de queso Herrefio sin ahumargueso Herrefio
ahumado en distintas posiciones dentro del ahumaderdDentro de este objetivo
también se distinguen una serie de objetivos fdagcia
2.1. Caracterizar los componentes del espacio lezeadel queso Herrefio ahumado y
sin ahumar, muchos de ellos responsables de swaarom

2.2. Estudiar las diferencias entre el perfil denpoestos volatiles de los quesos
ahumados y el del queso sin ahumar.

2.3. Estudiar si la posicion de los quesos en elmadero influye en su perfil de

compuestos volatiles.
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2.4. Comparar la fraccion volatil del queso Herrefimmado con el de otros quesos
ahumados, elaborados exclusivamente con leche lwta can el fin de tratar de

identificar componentes que pudieran ser caratiterésde este tipo de queso.

3.- Determinacion de la contaminacion por HAPs de wgso Palmero artesanal
ahumado con dos tipos de materia vegetatascara de almendrg penca de tunera
seca.Con este objetivo se pretende:

3.1. Conocer el grado de contaminacion por HAPssties quesos.
3.2. Estudiar la posible influencia de la materegetal empleada para el ahumado

tanto en el tipo de compuestos generados comoserosigentraciones.

4.- Determinacion de la contaminacion por HAPs deugso Herrefio sin ahumar y de
queso Herrefilo ahumado en diferentes posiciones demtdel ahumadero. Dentro
de este objetivo se contemplan los siguientesigbgparciales:

4.1. Estudiar la presencia de HAPs @qreso Herrefio ahumady sin ahumar Esto
permitird conocer hasta qué punto el proceso denatio del queso Herrefio da
lugar a la contaminacion del mismo con HAPs.

4.2. Estudiar si la posicion del queso en el ah@mashfluye en sus niveles de HAPs.
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Material y métodos

1. Metodologia empleada para la extraccion y poster estudio de los componentes

volatiles.

1.1. Preparacion de las muestras.

Las muestras objeto de estudio fueron queso Palyngueso Herrefio.

-“Queso Palmero” (Manuscritos 1 y 2). Se estudiaron 12 quesos Rabrfabricados
por 12 artesanos diferentes de la isla de La Pdimante la misma semana. Todos ellos
fueron elaborados con leche cruda de cabra de Za Palmera siguiendo métodos
tradicionales, y ahumados utilizandoiculas de pino canario (Pinus canariensig)enca
de tunera secqOpuntia ficus indica)Para la caracterizacion de la fraccion volatil se
estudiaron 6 quesos ahumados eeftulas de pingy 6 ahumados copenca de tunera
seca
En todos los casos los quesos fueron analizadasupdicado.

-*Queso Herrefio” (Manuscrito 3). Se estudiaron un queso Herreficabumar y 8
guesos Herrefios ahumados con humo procedente deneza detronco de higuera
(Ficus caricg y penca de tunera seca (Opuntia ficus indicapdos ellos fueron
elaborados, siguiendo los métodos tradicionales,ut@m mezcla de leche pasteurizada de
cabra, oveja y vaca, todas ellas de raza canarigra@porciones de 75%, 15% y 10%
respectivamente.

Al igual que en el caso del queso Palmero, todasdoesos fueron analizados por
duplicado.

Como se puede observar enHgura 1, que muestra un esquema del ahumadero
utilizado, los quesos ahumados fueron divididosdes grupos segun su posicion en el
mismo: A y B. Los quesos del grupo A se colocanoaeparte mas alta del ahumadero y
los del grupo B por debajo de los anteriores. @ed& cada grupo, los quesos objeto de
estudio fueron identificados con numeros del 1 aégin su proximidad a la entrada del
humo, siendo el 1 el mas préximo y el 4 el masadle]

49



Material y métodos

im.-= o
= 1A 2A 3A 4 SALIDA
: - | HUMQ
: — A ;
i T — [
: PoiL8m
24m; 1B 2B 3B . 48 12mi
: 45m b
: LW
ENTRADA i Ao =
HUMO ) = L

Figura 1. Esquema de las diferentes posiciones de los qudsosiios dentro del
ahumadero.

Teniendo en cuenta que el humo tiende a ascenden gl fin de obtener un ahumado
lo mas homogéneo posible en todos los quesos,elogrdpo B estuvierod horas en el
ahumadero, mientras que los del grupo A solo 2.

Para la caracterizacion de la fraccion volatil smigiaron los 8 quesos ahumados en las

distintas posiciones y el queso sin ahumar.

Para llevar a cabo este trabajo, tanto los queslmselPos como los quesos Herrefios se

dividieron en diferentes partes, tal como se pwddervar en I&igura 2.
Para el estudio de los componentes volatiles easal del queso Palmero se estudiaron:

-la region exterior (aproximadamente 1 cm desdeoldeza hacia el interior del

queso),

-la region interior (aproximadamente 1 cm desdeesitro del queso hacia el

exterior), y

-una seccion laminar, consistente en una laminacquogrendia todas las regiones

del queso.
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Figura 2. Regiones del queso objeto de estudio.

Cada una de estas partes se molid por separadoneopicadora; esta operacion de
molienda permite también la homogeneizacion de laestna. Tras la molienda,
aproximadamente 1 g de cada muestra se introdupnenal de 4 ml, se cerré con un
tapon de rosca que incluia un septum de politetedetileno (PTFE), y se almaceno en

congelacion hasta su estudio.

En el caso del queso Herrefio Unicamente se esturBgion exterior.

1.2. Generacion del espacio de cabeza y extraccide sus componentes mediante

microextraccion en fase sélida (SPME).

La técnica de SPME se basa en el empleo de una digypilar de silice fundida,
recubierta por una fase estacionaria, que pueddeseomposicion variada, en la que los
analitos quedan retenidos. Esta fibra es retra&d encuentra anclada dentro de una aguja
protectora que forma parte de un dispositivo a nasleringa; éste se puede observar en la

Figura 3.
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Figura 3. Esquema del dispositivo empleado para la técrecaRME.

La extraccion puede realizarse por inmersion défa en la muestra si ésta es liquida
(“SPME directa”) o bien por exposicion de la filaeespacio de cabeza (headspace, HS) de
la muestra, cualquiera que sea su estado fisic6-8AME”). Dada la naturaleza de las

muestras estudiadas, esta Ultima técnica fue ldeaufgen este trabajo.

El principio fundamental de la SPME es el repagdat analitos objeto de estudio, en
primer lugar, entre la muestra y su espacio dezeapeen segundo lugar, entre el espacio
de cabeza y el recubrimiento de la fibra. En camsecia, la eficiencia de la extraccion de
componentes por HS-SPME dependera de su coefigiienteparto entre la matriz de la
muestra y la fase gaseosa (espacio de cabeza)upy gegundo equilibrio, del coeficiente
de reparto entre la fase gaseosa y la fase quérestaifibra. En la volatilizacion de los
compuestos objeto de estudio influyen propiedadesocel peso molecular o la presion de
vapor, pero también las interacciones existenté® e@ales compuestos y la matriz de la
muestra, que determinan la capacidad de aquéllasgsaapar hacia la fase vapor. En el
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segundo coeficiente de reparto, entre el espacicalleza y la fase que recubre la fibra,
ademas de las propiedades del analito, influyenataraleza de la fibra empleada vy el

espesor de la fase estacionaria, asi como la tatopery duracion del proceso de

extraccion. Durante este proceso debe procuramsdagtemperatura de trabajo posibilite

gue el mayor numero de componentes de la muesten @la fase vapor, pero evitando
gue se produzcan modificaciones en la muestra yoesecuencia, en sus componentes
volatiles.

El tipo de fibra empleado, asi como la temperajued tiempo de extraccion fueron
elegidos en base a los resultados de una seriesdgas previos realizados en nuestro
laboratorio con fibras recubiertas por diferentese§ estacionarias, y en distintas
condiciones de tiempo y temperatura. Estos expetwse(Guillén y Abascal, 2002)
pusieron de manifiesto que la fibra de poliacrilate 85 um de espesor retenia
componentes con un rango mas amplio de volatiligiael las de polidimetilsiloxano y
carboxen, que eran las Unicas existentes en ebd®en aquel momento. Con el tiempo
fueron apareciendo fibras con otro tipo de faséacemarias, y en estudios posteriores
(Guillen y col., 2005) se observo que la fibra de
divinilbenceno/carboxen/polidimetilsiloxano (50/30n de espesor) (DVB/CAR/PDMS)
retenia componentes con un rango mas amplio ddiliad que las anteriores. Otros
autores también han comprobado que esta Ultima fédfene componentes con un rango
mas amplio de volatilidad que la de poliacrilatinf® y col., 2003). Esta evolucion en las
fases estacionarias empleadas en SPME justificgoaree analizar las muestras de queso
Palmero se utilizase la fibra de poliacrilato de 88, mientras que para las de queso
Herrefio, estudiadas con posterioridad, la fibraecssbnada fuese una de

DVB/CAR/PDMS.
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En los estudios anteriormente mencionados (GuiléAbascal, 2002), también se
optimizaron la temperatura y el tiempo de extratcde los analitos llegando a la
conclusion de que los mejores resultados se olteoia50°C y 60 minutos.

En consecuencia, para la generacion del espactalieza de las muestras objeto de
estudio y la extraccion de sus componentes med@RME, el vial con 1 g de queso
molido se introdujo en un bafo termostatizado &€ %0ifrante 60 minutos.

Cabe sefialar que, antes de su uso, la fibra delae@edicionada con el fin de eliminar
impurezas y evitar la aparicion de picos extrafioke analisis, procedentes de pegamento
u otros compuestos utilizados en su manufacturea Blo, la fibra se calienta en el
inyector de un cromatégrafo de gases a una tenypardé 300°C durante 2 horas, tiempo
recomendado por el fabricante para la fibra deapolato, y a 300°C durante 4 horas en el

caso de la fibra de DVB/CAR/PDMS.

1.3. Desorcion, separacion, identificacion y semiaatificacion de los componentes

extraidos.

En este trabajola desorcion, separacién, identificacion y semitifiaacion de los
compuestos adsorbidos en la fibra se llevé a cahmecromatdgrafo de gases modelo HP
6890 Series Il, equipado con un detector seled&/masas 5973, operando en el modo de
impacto electrénico con un voltaje de 70eV. La oola utilizada fue una columna capilar
de silice fundida de 60 m de largo x 0,25 mm dendiéo interno x 0,25 um de espesor,

recubierta por una fase estacionaria no polar (HIFS55% fenilmetilsiloxano).

Para llevar a cabo la desorcién de los compuestesidos, la fibra se introduce en el
inyector del cromatégrafo, que se encuentra a emgpédratura de 250°C (temperatura de
desorcion). La alta temperatura reduce los coefiegede particion de los analitos, de modo

gue la afinidad de los mismos por la fibra dismeyy en consecuencia, son arrastrados
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hacia el interior de la columna cromatogréafica @oempuje del gas portadddurante el
proceso de desorcion, que dura 5 minutos, se mantierrada la valvula de division de
flujo (modo “splitless”) y una vez que éste ha limedo, la valvula se abre, pero la fibra se
mantiene en el inyector durante 5 minutos mas, elcim de favorecer la desorcion de
compuestos que podrian interferir en andlisis posés. Ademas, entre muestra y muestra
la fibra se somete a una segunda desorcion enyettor sin haber realizado con ella
extraccion alguna; esta operacion se realiza patar eel arrastre de compuestos de un
andlisis a otro.

La temperatura inicial del horno, que es de 45% mantuvo constante durante el
tiempo de desorcidén (Binutos); transcurrido éste la temperatura se atdmem°C/min
hasta llegar a 250°C, que se mantuvieron duranteif0 Como gas portador se utilizo
helio con una pureza del 99,999%, a una presioniGje psi. El flujo a través de la
columna, que se mantuvo constante durante todo&@lses, fue de 1,0 ml/min. Las
temperaturas de la fuente denes y del cuadrupolo fueron fijadas a 230 y 150°C
respectivamente, y la de la linea de transferen2@0°C.

Tanto la identificacibn como la semicuantificacide los compuestos extraidos se
realiz6 en modo scan. La identificacion de los coegpos se hizo, como en estudios
previos (Guillén y col., 1995, 1996), en base atmmpos de retencidn, a sus espectros de
masas y por comparacion con los espectros de ilsreomerciales (Wiley 138L, Mass
Spectral Database, Wiley 1990 y Wiley 275L, Masecijal Database, Rev. D.01.00, June
2000) y de compuestos de referencia, asi como lcapogo de datos bibliograficos. Para
este fin se determinaron los tiempos de retencidosyespectros de masas de un gran
namero de compuestos patron. La semicuantificadi®rios compuestos detectados se
realizé midiendo las cuentas de area del ibn masdamte del espectro de masas de cada

compuesto (pico base).
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Los compuestos de referencia utilizados para Iatiftieacion de los componentes del

espacio de cabeza de los quesos fueron los sigsient

-Acidos; acético, butanoico, pentanoico, hexanoico, heptan 2-etilhexanoico,
octanoico, 4-metiloctanoico, nonanoico, decanoicdpdecanoico, tetradecanoico,
hexadecanoico y benzoico.

-Alcoholes: etanol, 2,3-butanodiol, hexanol y bencenometanol.

-Esteres: butanoato de etilohexanoato de metilo, hexanoato de etilo, benzoato d
metilo, nonanoato de metilo, decanoato de etiladledanoato de metilo, dodecanoato de
etilo, tetradecanoato de metilo, tetradecanoatetitte y metil-4-hidroxi-3-metoxibenzoato
(vanillato de metilo).

-Aldehidos: hexanal, octanal, nonanal, benzaldehido y benceraidehido.

-Cetonas: 2-propanona, 2-butanona?2-pentanona,2-heptanona, 2-nonanona, 2-
decanong2-undecanon&-dodecanona, 2-tridecangr&hidroxi-2-butanona (acetoina), 1-
(acetiloxi)-2-propanona, ciclopentanona, ciclohe 2-metil-2-ciclopenten-1-ona, 3-
metil-2-ciclopenten-1-ona, 3-metilciclohexanpna 2,5-hexanodiona, 3-metil-1,2-
ciclopentanodiona (cicloteno), 3-etil-1,2-ciclopmmbdiona (3-etilciclopentenolona), 1-
fenil-etanona (acetofenonal-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-etanona (acetovanilldndl-(4-
hidroxi-3-metoxifenil)-2-propanona (propiovanillgnay 1-(2,6-hidroxi-4-metoxifenil)-
etanona (acetosiringona).

-Hidrocarburos: nonano, undecano, dodecano, tridecano, tetradeqemiadecano,
hexadecano, heptadecano, octadecano, neofitadiEoseno, escualeno, tolueno, estireno,
naftaleno, 2-metilnaftaleno, 1-metilnaftaleno, ditnaftalenos, acenaftileno y fenantreno.

-Derivados de furano y pirana 2-furancarboxaldehido, 2-furanmetanol, 1-(2-filjan
etanona  (2-acetilfurano), 5-metil-2-furancarboxhide, y  5-hidroximetil-2-

furancarboxaldehido.
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-Lactonas: 2(5H)-furanona j-crotonolactona)5-metil-2(5H)-furanona, 3-metil-2(5H)-
furanona,  3-hidroxi-2-metil-4H-piran-4-ona, y-heptalactona, y-decalactona, y-
dodecalactonaj-dodecalactona y-pentadecalactona.

-Eteres: 1,2-dimetoxibenceno, 1,4-dimetoxibenceno, 1,3-daxieEenceno,
dimetoxitolueno y trimetoxibenceno.

-Terpenos y sesquiterpenos:-pineno, canfendi-terpineno B-pineno,a-felandrenog-
terpinenotrans-cariofileno, limoneno B-canfor.

-Derivados nitrogenados: piridina, 2,6-dimetilpiridina, 2,4-dimetilpiridina, 3-
metoxipiridina y 5-etil-2-metilpiridina.

-Derivados de fenol:fenol, 2-metilfenol, 4-metilfenol, 3-metilfenol,@dimetilfenol, 2-
etilfenol, 2-propilfenol, 2,4-dimetilfenol, 2,5-ditlfenol, 4-etilfenol, 3-etilfenol, 2,3-
dimetilfenol, 2,4,6-trimetilfenol, 2,3,5- trimetdhol, 3,4,5- trimetilfenol, 2,4-bis(1,1-
dimetiletil)-fenol, 2,6-bis(1,1-dimetiletil)-4-metienol (BHT), 2-metoxifenol (guayacol),
3-metoxi-1,2-bencenodiol (3-metoxipirocatecol), étilk2-metoxifenol (4-metilguayacol),
4-etil-2-metoxifenol  (4-etilguayacol), 4-vinil-2-rtexifenol (4-vinilguayacol), 4-(2-
propenil)-2-metoxifenol (eugenol), 4-propil-2-meif@xol (4-propilguaiacol), 4-hidroxi-3-
metoxi-benzaldehido (vanillina), 4-(1-propenil)-2toxifenol (isoeugenol), 2,6-
dimetoxifenol (siringol), 4-metil-2,6-dimetoxifeng-metilsiringol) y 4-(2-propenil)-2,6-

dimetoxifenol.

2. Metodologia empleada para la determinacion de H#s.

2.1. Preparacion de las muestras.

Las muestras objeto de estudio para la determinade® HAPs fueron los quesos
Palmero y Herrefio elaborados como se detalla empaitado 1.1 (pagina 49) de la

caracterizacion de la fraccion volatil.

57



Material y métodos

-“Queso Palmero” (Manuscrito 4). Se estudiaron los 4 quesos ahumealogenca de
tunera seca (Opuntia ficus indicaje los cuales se habia caracterizado en primar kig
fraccion volétily otros 4 quesos ahumados amscara de almendra (Prunus dulcispn
las mismas caracteristicas de elaboracién quentesieres
En todos los casos los quesos fueron analizadadupticado.

-“Queso Herrefio” (Manuscrito 5). Se estudiaron el queso Herrefio asiomar y
algunos de los quesos Herrefios ahumados sefialadbesquema de la Figura 1: los de
los extremos (1A, 1B, 4A y 4B), y uno de los sitos@n posicion mas central en cada uno
de los grupos (2A y 3B). Al igual que en el cast gigeso Palmero, todos los quesos
fueron analizados por duplicado.

La determinacion de HAPs se realizé solamente epalée exterior de los quesos
(Figura 2) (apartado 1.1, pagina 51), ya que estudios pselévados a cabo en nuestro
laboratorio pusieron de manifiesto que ésta esadepmas contaminada (Guillén y

Sopelana, 2004a).

2.2. Compuestos y soluciones de referencia.

Los disolventes empleados fueron ciclohexano y modteambos de pureza HPLC
(99,9%). Otros reactivos y materiales utilizadosrém hidréxido potasico, cloruro sédico,
sulfato sddico anhidro, tungstato sédico dihidratgidtubos de extraccién en fase soélida

(SPE) de 3 ml (500 mg) Supelclean LC-Si SPE.

Los HAPs de referencia utilizados fueron los sigtés:

-una solucién comercial de HAPs disueltos en unactaede diclorometano: benceno
(75:25), que contenia naftaleno, acenafteno, acenaftiferareno, fenantreno, antraceno,
fluoranteno, pireno, benzo(c)fenantreno, benzo{egeeno, criseno, 7,12-
dimetilbenzo(a)antraceno, benzo(b)fluoranteno, b@)fluoranteno,

benzo(k)fluoranteno, benzo(a)pireno, indeno(l,2)piceno, dibenzo(a,h)antraceno,
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benzo(g,h,i)perileno, dibenzo(a,l)pireno, dibenzifaeno y dibenzo(a,h)pireno, en
concentraciones de aproximadamente 500 pg/ml;

-soluciones comerciales individualete 1,7-dimetilnaftaleno, 1,4-dimetilnaftaleno, -1,5
dimetilnaftaleno, 1-metilfenantreno, 2,3-dimetilateno, 9,10-dimetilfenantreno, 2-
metilfluoranteno,  1-metilfluoranteno, 11H-benzolgyfeno, 1-metilpireno, 3-
metilcriseno, 2-metilcriseno, 5-metilcriseno, 4-ilceiseno, 6-metilcriseno,  1-
metilcriseno, dibenzo(a,j)antraceno, benzo(b)cosepiceno, antantreno, coroneno y
dibenzo(a,e)pireno, en concentraciones de 10 papgrkimadamente, y

-una mezcla de HAPs puros disueltos en diclorontetame contenia 2,6-dimetilnaftaleno,
2,3-dimetilnaftaleno, o-terfenilo, 2-metilantraceno, 9-metilantraceno, -3,6
dimetilfenantrenom-terfenilo, p-terfenilo, 11H-benzo(a)fluoreno, 11H-benzo(b)fleo,
benzo(e)pireno y perileno, en concentraciones quaban entre 100 y 247,5 pg/ml.

Como patron interno se utilizé una mezcla en cekamo de los siguientes compuestos
deuterados: naftaleng;d acenaftenod, fenantreno-gh, pireno-do, p-terfenilo-dg,
criseno-d,, perileno-d; y benzo(g,h,i)perilenosd La pureza de estos patrones variaba

desde el 97 al 99,5%.

Con todas estas mezclas y soluciones individualekjida la de HAPs deuterados, se
prepar6 otra de referencia que se utilizé para tdiam los HAPs presentes en las

muestras.

2.3. Metodologia seguida para la extraccion, puriéacion y cuantificacion de HAPs.
La metodologia empleada para la determinacion deHlaPs fue la ya descrita por

Guillén y colaboradores en el afio 2Q0dpareceesquematizada en gura 4.
2.3.1. Extraccién de la grasa

Tras afadir el patron interno con los HAPs deutesaal una muestra de 20-25 g de

gueso previamente molido, se extrajo la grasa €oml&le ciclohexano durante 25 min en
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un bafio de ultrasonidos, procurando que la temperato aumentara demasiado. A
continuacion, el liquido se filtr6 a través de papk muestra se volvio a extraer otras dos
veces con 50 ml de ciclohexano durante 20 minuitteando nuevamente el liquido

después de cada extraccion. El extracto total seecrd a un volumen mas pequefio en un

rotavapor a 35-40°C, y a continuacion se sometiiatamiento alcalino.
2.3.2. Tratamiento alcalino del extracto de grasa

Este se llevd a cabo afiadiendo al extracto coragmtt1,2 g de KOH disueltos en 100
ml de una mezcla de metanol y agua destilada 8:},,tal como describieron Lawrence y
Weber (1984) y Simko y colaboradores (1993), y tadanezcla se calenté bajo reflujo
durante 4 horas. También se afiadieron bolitas digovpara evitar saltos de la mezcla

durante el proceso.
2.3.3. Extraccion de HAPs y clarificacion del extreto obtenida

Tras el tratamiento alcalino, la muestra se dilegim 100 ml de una mezcla de
metanol/agua (8:2, v/v) y se procedio a la extiatde HAPs por particion liquido-liquido,
tres veces durante 3 min, con 80, 50 y 50 ml déolexano, respectivamente. A
continuacion, el extracto total se lavé con 10@eluna mezcla de metanol/agua (8:2, v/v),
100 ml de agua + 5 g de cloruro sédico, y 100 ndgiga destilada consecutivamente. Tras
los lavados, se afiadieron al extracto 100 ml desoh&ion acuosa de tungstato de sodio
dihidratado al 10% (11g/100 ml) y se dejo en rephs@nte varias horas para favorecer la
precipitacion de lipoproteinas. Después, el extrad filtr6, se concentré en rotavapor
hasta un volumen menor y se desecd sobre sulfaicos@nhidro en una columna de
vidrio. Por dltimo, el extracto ya desecado se eatr® primero en rotavapor y después

bajo una corriente de nitrégeno hasta un volumeh mé
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Muestra (20-25 g)

<———Mezcla de patrones internos deuterados (1 mL)

EXTRACCION DE GRASA
(ciclohexano/ultrasonidos)

<------ Concentracion

‘TRATAMIENTO ALCALINO’
(KOH/metanol)

<—Dilucién con 100 mL metanol/agua (8:2, v/v)

(ciclohexano/particién liquido-liquido

[ EXTRACCION DE HAPs
)

Fase acuosa Fase organica (ciclohexano)
k= LAVADOS
Desechar

CLARIFICACION DEL EXTRACTO
(adicién de 100 mL de una solucién acuosa de
tungstato de sodio dihidratado)

Reposo durante varias horas------ >

Filtracion
1< ------ Concentracion

Desecacion del extracto
(sulfato sédico anhidro)

<------ Concentracion (1 mL)

PURIFICACION
(tubos de SPE-silicagel)

<------ Concentracion (1 mL)

SEPARACION, IDENTIFICACION Y CUANTIFICACION DE HAPs
CG-EM (SIM)

Figura 4. Esquema del procedimiento empleado para la detanidn de HAPs en queso.
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2.3.4. Purificacion del extracto y aislamiento deoks HAPS presentes.

La purificacion del extracto se llevé a cabo pordinede tubos de extraccion en fase
sélida rellenos de silicagel. El primer paso paxautilizacion de estos tubos es un
acondicionamiento, que se llevd a cabo haciendar @asl del mismo disolvente en el que

se encontraba disuelta la muestra.

El extracto, concentrado a 1 ml, se paso a tragwido de silicagel ya acondicionado y
los HAPs fueron eluidos con 9 ml de ciclohexanaa velocidad de aproximadamente 1
ml/min; este eluato se concentré nuevamente ayl salanalizé por CG/EM en modo SIM
(registro selectivo de iones). A continuacion,leb® concentrado se hizo pasar a través de
un segundo tubo de silicagel, eluyendo los HAPsnidbs con 1 ml de ciclohexano
primero (fraccion 1) y 9 ml de ciclohexano despf{iégccion 2). La fraccion 1 se desecho,
mientras que la fraccion 2 se concentrd6 a 1 ml yas&iz6 por CG/EM (SIM) para
identificar y cuantificar los HAPs que no pudierser identificados correctamente en el

eluato del primer tubo debido a la presencia defertencias.
2.3.5. Separacion, identificacion y cuantificaciode HAPs por CG/EM (SIM).

Para el andlisis por CG/EM se empled el mismo eqdgscrito para el estudio de la

fraccion volatil (ver apartado 1.3, pagina 54).

El programa de temperatura se inicié a 50°C (0rh,nmcrementandose a 8°C/min hasta
llegar a 130°C vy, a partir de ahi, a 5°C/min h@8@fC. La temperatura final se mantuvo
durante 70 min. Las temperaturas del inyector yadénea de transferencia fueron 280 y
300°C respectivamente, y las de la fuente de igne®l cuadrupolo 230 y 150°C,

respectivamente.

El volumen de muestra inyectado fue de 1 pL, nyaécion se llevé a cabo sin division
de flujo y con un pulso de presién de 30 ppulsed splitless’), con el fin de reducir los

efectos de discriminacion entre HAPs con difererdtatilidad. Como gas portador se
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utilizé helio con una pureza del 99,999%. El flajoravés de la columna, que se mantuvo

constante durante todo el andlisis, fue de 1,0 iml/m

La identificacion y cuantificacion de los HAPs metes se llevo a cabo en magdib/.

El registro selectivo de iones supone, en primgardula eleccion de los iones principales
de los espectros de los analitos que se pretertderdear y, en segundo lugar, el registro
de las relaciones masa/carga4 correspondientes a los iones seleccionados ddattos
intervalos de tiempo en los que éstos eluyen. Bosiguiente, es necesario conocer el
tiempo de retencion de los compuestos de intesgg€0m0 sus espectros de masas, lo que
requiere el empleo de compuestos de referencia.

Cuando se trabaja en modo SIM, la identificaciénressdiza en base al tiempo de
retencion del pico base del espectro de masas dke a@npuesto y a las abundancias
relativas de otros 2 6 3 iones mayoritarios. Ecaso de los HAPs, el pico base es, en
general, el ion molecular. Segun varios autoresryy col., 1993; Mottier y col., 2000;
Chen y col., 2001), la confirmacion de identidaguiere que el valor de la relacion entre
los iones elegidos se mantenga dentro de un matgerariacion del 20% respecto a la

relacién observada en los compuestos de referencia.

La cuantificacion en modo SIM se realizé con la madlel area del pico base del
espectro de cada compuesto, y por medio de losnaatrinternos mencionados en el
apartado 2.2 (pagina 59). Asi, naftalercsd utilizo para la cuantificacion de naftaleno y
sus metilderivados, fenantrengygbara la de fenantreno, antraceno y sus metildtosa
pireno-do para fluoranteno y pirenop-terfenilo-ds para mterfenilo , p-terfenilo,
benzofluorenos y metil-fluorantenos/-pirenos, ors€, para la de benzo(a)antraceno,
criseno y sus metilderivados, perileng-ghara benzofluorantenos, benzopirenos y, por

altimo, benzo(g,h,i)perileno:gdpara HAPs con pesos moleculares mas altos.
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Para llevar a cabo esta cuantificacion se utibemézcla de referencia mencionada en el

apartado 2.2 (paginas 58 y 59).

En la Tabla 3, se presenta una relacion de los HAPs objeto tlelies los iones
utilizados para la identificacion y cuantificacide los mismos y sus abundancias relativas.
Cabe sefalar que el estudio incluye no solo HABszZzs de serie, sino también derivados
alquilados, acerca de los cuales apenas existemafon en queso ni en alimentos en

general.

Tabla 3. HAPs de referencia empleados para el desarrolestietrabajo, principales iones
de su espectro de masas y abundancias relativeesgondientes a cada uno de ellos. El

ion molecular aparece sefialado en negrita.

HAP lones mayoritarios Abundancias relativas
1. Naftaleno 128 126 102 100 6,6 6,4
2. 2-Metilnaftaleno 142 141 115 100 83,7 244
3. 1-Metilnaftaleno 142 141 115 100 86,2 26,6
4. 2,6-Dimetilnaftaleno 156 141 155 100 65,3 34,1
5. 1,7-Dimetilnaftaleno 156 141 155 100 67,2 31,2
6. 1,4-Dimetilnaftaleno 141 156 155 100 955 231
7. 1,5-Dimetilnaftaleno 156 141 155 100 78,5 31,7
8. Acenatftileno 152 151 153 100 12,8 18,7
9. Acenafteno 153 154 152 100 94,9 48,7
10. Fluoreno 166 165 163 100 91,3 14,4
11. Fenantreno 178 176 179 100 17,7 14,5
12. Antraceno 178 176 179 100 17,31 15,1
13. o-Terfenilo 230 229 215 100 62,4 36,5
14. 2-Metilantraceno 192 191 189 100 46,0 23,8
15. 1-Metilfenantreno 192 191 189 100 55,2 27,2
16. 9-Metilantraceno 192 191 189 100 62,9 29,0
17. 3,6-Dimetilfenantreno 206 191 189 205 100 33,5 28,9 23,2
18. Fluoranteno 202 200 203 100 195 17,6
19. 2,3-Dimetilantraceno 206 191 205 189 100 28,7 17,2 16,5
20. 9,10-Dimetilfenantreno 206 191 189 100 98,1 244
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Tabla 3. Continuacion.

HAP lones mayoritarios Abundancias relativas
21. Pireno 202 200 203 100 20,0 18,3
22.9,10-Dimetilantraceno 206 191 205 100 51,5 251
23. mTerfenilo 230 231 228 100 20,4 15,2
24.p-Terfenilo 230 231 228 100 194 124
25. 2-Metilfluoranteno 216 215 213 100 79,4 20,0
26. 1-Metilfluoranteno 216 215 213 100 87,8 223
27. 11H-Benzo(a)fluoreno 216 215 213 100 73,9 185
28. 11H-Benzo(b)fluoreno 216 215 213 100 91,2 19,7
29. 11H-Benzo(c)fluoreno 216 215 213 100 72,2 20,0
30. 1-Metilpireno 216 215 213 100 68,7 16,4
31. Benzo(c)fenantreno 228 226 227 100 50,6 50,9
32. Benzo(a)antraceno 228 226 229 100 26,0 19,0
33. Criseno 228 226 229 100 27,4 18,8
34. Trifenilend 228 226 229 100 30,0 195
35. Naftaceno 228 226 229 100 21,4 19,0
36. 3-Metilcriseno 242 241 239 100 26,0 27,2
37. 6-Metil-B(a)A 242 241 239 100 27,4 25,2
38. 2-Metilcriseno 242 241 239 100 24,8 25,2
39. 5-Metilcriseno 242 241 239 100 475 36,4
40. 4-Metilcrisend 242 241 239 100 53,7 395
41. 6-Metilcriseno 242 241 239 100 34,1 31,8
42. 1-Metilcriseno 242 241 239 100 25,9 26,0
43. 7-Metil-B(a)A 242 241 239 100 39,8 26,6
44. Benzo(b)fluoranteno 252 250 126 100 21,6 154
45. Benzo(k)fluoranteno 252 250 126 100 204 121
46. 7,12-Dimetil-B(a)A 256 241 239 100 52,2 411
47. Benzo(e)pireno 252 250 126 100 28,0 16,0
48. Benzo(a)pireno 252 250 126 100 22,7 16,8
49. Perileno 252 250 126 100 26,6 17,4
50. Dibenzo(a,j)antraceno 278 276 279 100 22,1 233
51. Indeno(1,2,3-cd)pireno 276 277 274 100 23,6 19,8
52. Dibenzo(a,c)antraceno 278 276 279 100 24,2 22,4
53. Dibenzo(a,h)antraceno 278 276 279 100 205 224
54. Benzo(b)criseno 278 276 279 100 24,4 23,6
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Tabla 3. Continuacion.

HAP lones mayoritarios Abundancias relativas
55. Piceno 278 276 279 100 25,3 22,6
56. Benzo(ghi)perileno 276 277 274 100 23,4 20,3
57. Antantreno 276 277 274 100 22,6 19,0
58. Dibenzo(a,l)pireno 302 300 303 100 44,2 25,5
59. Coroneno 300 150 301 100 31,8 251
60. Dibenzo(a,e)pireno 302 303 300 100 24,9 24,2
61. Dibenzo(a,i)pireno 302 303 300 100 24,3 17,1
62. Dibenzo(a,h)pireno 302 303 300 100 249 17,4

2 Este HAP no se separa del isomero antetiB(a)A: benzo(a)antracenbEste HAP no se separa del isémero que viene
a continuacion.

3. Andlisis estadistico.

El tratamiento estadistico de los datos se llewadl@ mediante el paquete estadistico
SPSS. Las diferencias en los perfiles de vol&fileson analizadas utilizando un analisis de
la varianza (ANOVA) mientras que los valores meduss las abundancias de los
compuestos volatiles en los quesos Herrefios ahiamadm ahumar fueron comparados

aplicando el test HSD Tukey.
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ABSTRACT

The study of the headspace components of fresh esing&at cheese, was carried out by
means of Solid Phase Microextraction using a Pojyaie fiber followed by Gas
Chromatography/Mass Spectrometry. The samples estudiere six artisan Palmero
cheeses manufactured following traditional methadd smoked using pine leaves. The
cheese regions studied were exterior, interior @amioss-section. In total more than 320
components were detected, the exterior region b#iegrichest in components, among
which were acids, alcohols, esters, hydrocarbolighgdes, ketones, furan and pyran
derivatives, terpenes and sesquiterpenes, nitrdgevatives, phenol, guaiacol and syringol
derivatives, ethers, and others. In addition tacglpcheese components, typical smoke
components were also detected; these latter wesept especially in the headspace of the
exterior region and only those in significant camtcations in the exterior region were also
detected in the interior. The main components veeids and phenolic derivatives. These
latter compounds play an important role in the dlavof this cheese and their relative
proportions together with the presence of spedafitoke components derived from pine
leaves may be considered of interest in order gtndjuish this cheese from those smoked

with other vegetable matter.

Keywords: pine leaves; smoked fresh goat cheese; headspaunporents; solid phase

microextraction; gas chromatography-mass spectroynet

Abreviation key: GC/MS=gas chromatography/mass spectrome8yME=solid-phase

microextraction.
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1. INTRODUCTION

The volatile compounds of cheese, known to be itaporin cheese flavor, have been
reported for many different type of cheese (Lieletlal., 1970a,b; Sloot and Harkes, 1975;
Parliament et al., 1982; Martelli, 1989; Martineastto et al., 1991; Barbieri et al., 1994;
Sabio and Vidal-Aragon, 19964uir et al., 1997; Kubickova and Grosch, 1997; Maial
Addeo, 1998; Moio et al., 2000; Rychlik and Boss2®01). Recently, Solid Phase
Microextraction (SPME) followed by Gas ChromatodrgpMass Spectrometry (GC/MS)
has been shown useful for determination of volatbenpounds in cheese (Chin et al.,
1996; Jaillais et al., 1999; Dufour et al., 2001aths et al., 2002; Lee et al., 2003).

In this paper, the study of the headspace of arfilmero cheese smoked with smoke
coming from pine needles was investigated. The Bamheese is a fresh smoked cheese
manufactured on the Isle of Palma (The Canary dsgnwhich constitutes an important
part of the economy of this isle. This is an artissheese, protected recently by the
Denomination of Origin, which only can be made gsmilk from Palmera goats, by the
milk producers themselves, following traditional threds passed down from generation to
generation. This is one of the few cheeses whichbaooe the two characteristics of fresh
and of smoked cheese. It is made with unpasteunzbg recently milked, using rennet of
kid or authorized enzymes for the coagulation anthen smoked following traditional
practices. The smoking can be done by burning athsbrells Prunus dulcig, dry prickly
pear Opuntia ficus indicg or the wood or needles of canary pifen(s canariensijs
This cheese has a cylindrical shape and flat sideff average compositional
characteristics of: protein 17.5%, lipids 35.1% alng extract 48.5%. This kind of cheese

has been produced since the Middle Ages at ledss. dheese, due to its organoleptic
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properties, has great consumer acceptability; hew#s volatile components have never
been studied.

The study is carried out by means of generatiah®ftatic headspace and extraction of
its components by means of Solid Phase Microextractfollowed by Gas
Chromatography/Mass Spectrometry for the subsegsienly of the extract. This is a
technique that respects the environment becaudeett not requires the use of organic
solvents. The purpose of this work is multiple: tharacterization of the components of
the headspace of this cheese, many of which apemstble for its flavour; the study of the
diffusion degree of the smoke components into theese; the study of the differences
between cheeses manufactured by different artisams;the search for the presence of
labelling substances or marker compounds relatéia the vegetable matter used for the

smoking.

2. MATERIALS AND METHODS

2.1. Samples

The collection of samples is constituted by sixsart Palmero cheeses, named Al, A2,
A3, A4, A5 and A6, manufactured by six differentisans of the Palma Isle, on the same
date of the first week of July of 2001. All of thelnad been elaborated following the
traditional methods previously mentioned and smokskhg canary pine needles. Their
chemical composition was determined by near infraspectroscopy (NIR) previous
calibration of the equipment (Instalab 600) as ugddamopoulos et al., 2001); likewise
the pH was determined. Each cheese, having cytialdshape, was divided in four similar

pieces and three of them were vacuum packet andficgen at -40°C until study. From
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the fourth piece three different samples were pegpathe interior of the cheese; the
exterior region; and a thin cross-section repredaset of the entire cheese, containing both
exterior and interior parts. The samples were chdpmand approximately 1g of the

chopped sample was weighed into a 4mL amber via@vé&d op (acquired from Supelco),

sealed with a hole cap PTFE/silicone septum. Thabs®pped samples stored in vials
whose study was not immediate were frozen at -40RCits study.

2.2. Generation of the headspace and extraction of itomponents by SPME.

Vials containing 1g of the cheese sample were dlotced into a water bath maintained
at 50°C. After a period of sample equilibration (hbutes) the fiber was inserted into the
headspace of the sample and was maintained for mixtutes. The fiber used was a fiber
of Polyacrylate (85 um film thickness), acquirednfr Supelco. Previous experiments
(Guillen and Errecalde 2002) carried out in oumlabory on the study of the headspace
components of other smoked foods using fibers ofb@aen/Polydimethylsiloxane,
Polydimethylsiloxane (100 pm film thickness) andyRorylate (85 pum film thickness)
show that: Carboxen/Polydimethylsiloxane fiber bally retains the most volatile
components of the headspace, in very high propwtibowever Polyacrilate (85 um film
thickness) fiber retain components of a broadeatidl range; and Polydimethylsiloxane
(100 pm film thickness) fiber has less retentiorilitghof smoke components than
Polyacrilate (85 pum film thickness) fiber.

2.3. Gas Chromatography/Mass Spectrometry study

Fibers with the adsorbed compounds were injectdd Bn Hewlett-Packard gas
chromatograph model HP 6890 Series I, equippeti wiMiass Selective Detector 5973

and a Hewlett-Packard Vectra XM Series 4 compufrating with the ChemStation

76



Manuscrito 1

program. The column used was a fused-silica capik@lumn (60 m long x 0.25 mm
inner diameter x 0.25 im film thickness; from Hett#lRackard), coated with a non-polar
stationary phase (HP-5MS, 5% phenyl methyl siloxahke operation conditions were the
following: the oven temperature was set initialtydd °C (0.50 min hold), increased to 250
°C at 4 °C/min (20 min hold); the temperatureshefion source and the quadrupole mass
analyzer were kept at 230 and 150 °C, respectidyium was used as carrier gas at a
pressure of 16.5 psi; injector and detector tenipera were held at 220 and 280 °C,
respectively; splittess mode was used for injectioth a purge time of 5 minutes. The
fiber was maintained in the injection port for 1(hotes. Mass spectra were recorded at an
ionization energy of 70 eV. After the first desaopt the fiber was routinely desorbed for
a second time to determine if the first desorppoocess was complete, in order to take the
corresponding measures.

Many components were identified by using standaBis. asterisked compounds in
Table 1 were acquired commercially and used aslatds for identification; in addition 4-
ethyl-octanoic acid was also used to discard iEsgmce in the headspace of this cheese.
Many other components were only tentatively idésdif In this latter case, the retention
times together with the mass spectra, and a hidjlaer 85% match with mass spectra from
a commercial library were taken as identificatiaitecia (Wiley 138.L, Mass Spectral
Database, Wiley 1990) as in previous stu@igsillén et al., 1995; Guillén and Ibargoitia,
1996). Due to the overlapping of the signal of maaynpounds, semi quantification was
based on arbitrary units of the total current iorobthe base specific peak ion area counts
divided by 16. Tables 2 and 3 give the average values obtairesbime main components

together with their average deviations and theused for the quantification in each case.
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3. RESULTS AND DISCUSSION

The six cheeses have very similar composition imseof humidity (45.64+1.06%),
proteins (20.65+1.05%), fat (22.56+2.4%), and pkH/{%0.23), in agreement with that
indicated in the Origin Denomination regulation@BE. num. 218, 11/9/01). Table 1 gives
the compounds detected in the exterior and integgrons of the cheese, as well as in a
cross-section which represent the whole cheese lsaiiost of these compounds were
detected in all samples studied; however, someheimtwere detected in only some
samples. As can be observed the number of deteotagounds is very high, more than
320, and they have been grouped according to thature: acids, alcohols, esters,
hydrocarbons, aldehydes, ketones, furan and pyramivatives, terpenes and
sesquiterpenes, nitrogen derivatives, phenol, gohend syringol derivatives, ethers, and
others. The detected compounds show a broad rdngelecular weights and volatilities;
taking into account the operating conditions of teeperiments, the detection of
compounds of very low volatility and very high maldar weight can only be explained by
synergic effects in the volatilization process.

Acids form the most important group by concentraticonstituting twenty components,
in general coming from triglyceride lypolisis ordmglysis, although other routes are also
possible, as is well known. Most are saturatedaliraeids with an even or uneven number
of carbon atoms the first being in higher concemnethan the second. Hexanoic, octanoic
and decanoic acids are the main components; thmnisistent with their names caproic (or
capronic), caprylic and capric (or caprinic) aadidspectively, all of them coming from the
name of thecapra (goat) genus. Although linear acids are the maimponents of the

headspace of this cheese, they are in lower comtems than in other types of cheese
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studied in our laboratory (Guillén and Abascal, 200n different papers the presence of
the branched 4-methyl- and 4-ethyl-octanoic acids heen considered as a distinctive
characteristic of goat cheese (Salles et al., 20@2yever in this Palmero cheese the main
branched acids are 4-methyl and 2-ethylhexanottsawith 4-methyloctanoic acid in very
low proportions, even undetectable in some samples with 4-ethyloctanoic acid totally
absent. This fact could be considered as a distencharacteristic of this goat cheese,
attributable to the composition of the milk eitlar a result of the goat race or from the
feed. In addition, benzoic and oleic acids have #leen detected. The presence of low
proportions of benzoic acid in cheese has beenciated with bacterial growth and its
formation has been explained through two diffeygathways: either from hippuric acid by
fermentation or from benzaldehyde autoxidation (Gwem et al., 1972; Sieber et al.,
1995); this latter compound has also been detdotede headspace of this cheese (see
Table 1, aldehydes group). It should be notedribatll methods previously cited to study
cheese volatile components are able to isolatelatett acids.

Table 1.- Detected compounds in different cheese regionstieg with an indication on

their concentration.

RT(min) Compound (molecular weight) Exterior Cross-section Interior
Acids

4.61  acetic acid (60)* +** ++ ++
8.87 butanoic acid (88)* ++ ++ ++
11.02 methyl-butanoic acid (102) - tr tr
12.99 pentanoic acid (102)* + + +
17.32 hexanoic acid (116)* +++ +++ +++
20.46  4-methyl-hexanoic acid (130) tr tr tr
20.70 heptanoic acid (130)* tr tr tr
2241 2-ethyl-hexanoic acid (144)* + tr tr
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Table 1 (continued).

RT(min) Compound (molecular weight)

Exterior Cross-section Interior

24.44
24.80
26.99
27.97
31.51
34.76
37.47
40.36
43.04
45.66
48.13
52.33

3.94
7.38
9.11
9.35
12.24
13.54
18.93
19.22

19.21
20.39
22.45

10.13
16.67
17.73
21.74

benzoic acid (122)*
octanoic acid (144)*
4-methyl-octanoic acid (158)*
nonanoic acid (158)*
decanoic acid (172)*
undecanoic acid (186)
dodecanoic acid (200)*
tridecanoic acid (214)
tetradecanoic acid (228)*
pentadecanoic acid (242)
hexadecanoic acid (256)*
9-octadecenoic acid (282)

Alcohols
aliphatic alcohols
ethanol (46)*

3-methyl-1-butanol (88) (or isomer)

1,3-butanediol (90) (or isomer)
2,3-butanediol (90)*

hexanol (102)*

2-heptanol (116) (or isomer)
2-ethyl-1-hexanol (130)

dimethyl-4-heptanol (144) (or isomer)

aromatic alcohols
benzenemethanol (108)*
methyl-benzenemethanol (122)
benzeneethanol (122)

Esters

ethyl butanoate (116)*
methyl hexanoate (130)*
ethyl hexanoate (144)*
methyl benzoate (136)*

tr
+++

tr

+++

tr
tr

+++
++

+++
tr
tr
tr

tr
tr

tr
tr
tr
tr

tr
+++

tr

+++

tr

tr

+++

+++

tr

tr

tr

tr

tr

tr

tr
+++

+++

++
+++

tr

tr
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Table 1 (continued).

RT(min) Compound (molecular weight)

Exterior Cross-section Interior

2491
25.97
27.44
29.07
30.30
32.40
35.04
35.50
36.42
36.42
36.87
38.05
38.50
40.15
42.13
43.99
44.79
47.31
48.95
52.04
57.83
58.43
59.30
63.06
69.29
72.70
88.19

9.53

17.88
22.02
24.25

methyl benzeneacetate (150)

methyl methylbenzoate (150)

methylbutyl hexanoate (186) (or isomer)
methyl nonanoate (172)*

methyl 2,5-dihydroxybenzoate (168) (or isgme
ethyl decanoate (200)*

bis-methylpropyl butanedioate (230) (or isom
ethyl undecanoate (214)

tr
tr
tr
tr
+
tr

methyl 4-hydroxy-3-methoxybenzoate (182)thylevanillate)*tr

methyl dodecanoate (214) (or isomer)*
dibutyl-2-butanedioate (228) (or isomer)
dibutyl pentanedioate (244) (or isomer)
ethyl dodecanoate (228)*

phosphoric acid, tributyl ester (266)
methyl tetradecanoate (242)*

ethyl tetradecanoate (256)*

isopropyl myristate (270)

methyl hexadecanoate (270)

ethyl hexadecanoate (284)

methyl octadecanoate (298)

dioctyl hexanedioate (370) (or isomer)
3-hydroxypropyl 9-octadecenoate (340) (omier)
hexadecyl octanoate (368) (or isomer)
octadecyl octanoate (396) (or isomer)
triglyceryl butanoate (302) (or isomer)
triglyceryl octanoate (470) (or isomer)
triglyceryl tridecanoate (554) (or isomer)

Aldehydes
aliphatic aldehydes
hexanal (100)*
octanal (128)*
nonanal (142)*
2-nonenal (140)

tr
tr
tr
tr
tr
tr

tr
tr

tr
tr
++

tr

tr
tr

tr

tr

tr
tr

tr
tr
tr
tr
tr

tr
tr
tr

tr
tr
tr
tr
tr

tr
++

tr

tr

tr
+++
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Table 1 (continued)

RT(min) Compound (molecular weight)

Exterior Cross-section Interior

25.87 decanal (156)
27.94 2-decenal (154)
29.50 undecanal (170)
32.87 dodecanal (184)
36.05 tridecanal (198)
39.07 tetradecanal (212)
41.91 pentadecanal (226)
47.19 heptadecanal (254)

aromatic aldehydes
16.16 benzaldehyde (106)*
19.65 2-hydroxybenzaldehyde (122)
19.67 benzeneacetaldehyde (120)*
21.20 methylbenzaldehyde (120)
21.92 benzene-propenaldehyde (132)
22.10 benzene-propenaldehyde (132) (isomer)
24.15 3-hydroxy-4-methylbenzaldehyde (136)

Ketones

aliphatic linear ketones
13.16 2-heptanone (114)*
21.62 2-nonanone (142)*
25.44  2-decanone (156)*
29.01 2-undecanone (170)*
32.41 2-dodecanone (184)*
35.21 2-tridecanone (198)*
41.48 2-pentadecanone (226)
44.17 2-hexadecanone (240)
46.76  2-heptadecanone (254)
49.55 2-octadecanone (268)

aliphatic cyclic ketones
9.25 cyclopentanone (84)*
10.87 2-cyclopenten-1-one (82)
11.17  2-methyl-cyclopentanone (98)

tr
tr
+
tr
tr
tr

tr
tr
tr
tr
tr
tr
tr

tr

tr
tr
tr

+ + + +

tr
tr

tr
tr
tr

tr

tr
tr
tr

tr

tr
tr

tr
tr
tr

tr

+
tr
tr
tr
tr

tr
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Table 1 (continued).

RT(min) Compound (molecular weight) Exterior Cross-section Interior
13.30 cyclohexanone (98)* tr - -
13.80 2-methyl-2-cyclopenten-1-one (96)* + tr -
15.02 cyclohexen-1-one (96) tr - -
15.24  2-ethylcyclopentenone (110) (or isomer) tr rot -
15.53 2,5-dimethyl-2-cyclopentenone (110) (or isom tr - -
16.31 3-methyl-2-cyclopenten-1-one (96)* + tr tr
17.51 dimethyl-2-cyclopentenone (110) (isomer) tr tr -
17.79 dimethyl-2-cyclopentenone (110) (isomer) tr tr -
17.86 3-methylcyclohexanone (112)* tr tr tr
19.31 trimethyl-2-cyclopenten-1-one (124) (isomer) tr tr -
19.43 dimethyl-2-cyclopenten-1-one (110) (isomer) + tr tr
20.44  trimethyl-2-cyclopenten-1-one (124) (isomer) + tr tr
21.05 3-ethylcyclopent-2-en-1-one (110) (or isgmer tr - -

aliphatic cyclic diketones

18.92  3-methyl-1,2-cyclopentanedione (112) (cyried* ++ + tr
20.11  3,5-dimethyl-1,2-cyclopentanedione (126) + rt -
22.63 3-ethyl-1,2-cyclopentanedione (126)

(3-ethylcyclopentenolone)* + tr tr

aromatic ketones and related

20.60 1-phenyl-ethanone (120) (acetophenone)* + trtr
23.07 1-phenyl-2-propanone (134) tr tr -
23.42 (methylphenyl)-ethanone (134) (isomer) tr - -
24.80 (methylphenyl)-ethanone (134) (isomer) tr - -
25.26  (methylphenyl)-ethanone (134) (isomer) tr - -
28.03 1-(2,4-dihydroxyphenyl)-ethanone (152) gmmner) tr - -
28.78  2,3-dihydro-1H-inden-1-one (132) + tr tr
29.68 3-methyl-2,3-dihydro-1H-inden-1-one (146) tr tr -
31.30 hydroxy-methoxyphenyl-ethanone (166) (omiso tr - -

34.13 dimethyl-2,3-dihydro-1H-inden-1-one (160) igmmer) tr - -
35.10 dimethyl-2,3-dihydro-1H-inden-1-one (160) i&ymer) tr - -
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Table 1(continued).

RT(min) Compound (molecular weight)

Exterior Cross-section Interior

35.18
35.52

36.60
36.85

39.86
49.01
50.75

13.47
21.89
25.68
28.23
29.20
32.28
32.53
34.90
35.69
38.63
40.87
41.26
43.84
4412
45.18
45.34
49.10
52.29
54.22
55.26

hydroxy-dimethoxyphenylethanone (196) (omeso

1-(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)-ethanone (166)
(acetovanillone)*
2-methyl-1,4-naphthalenedione (172)
1-(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)-2-propanon@Q(l
(propiovanillone)*

diphenyl methanone (182)
9,10-anthracenedione (208)
1,4-dimethyl-9,10-anthracenedione (236)

Hydrocarbons

aliphatic hydrocarbons

nonane (128)*

undecane (156)*

dodecane (170)*

tridecene (182)

tridecane (184)*

tetradecene (196)

tetradecane (198)*
1-pentadecene (210) (or isomer)
pentadecane (212)*
hexadecane (226)*
1-heptadecene (238)
heptadecane (240)*
1-octadecene (252) (or isomer)
octadecane (254)*
neophytadiene (278)*
3,7,11,15-tetramethyl-2-hexadecene (280)t@uie)
eicosene (282)*

hydrocabon

unsaturated hydrocabon
hydrocabon

tr

tr
tr

tr

tr
tr

tr
tr

tr
tr
tr
tr

tr
tr

tr
tr
tr
tr
tr

tr
tr
tr
tr
tr

tr
tr
tr
tr
tr

tr

tr
tr
tr

tr

tr

tr
tr

tr
tr

tr
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Table 1 (continued).

RT(min) Compound (molecular weight) Exterior Cross-section Interior
55.74 hydrocabon tr - -
65.87 squalene (410)* - + +

monoaromatic hydrocarbons

12.30 dimethylbenzene (106) (isomer) tr - -
13.19 styrene (104)* tr - -
13.31 dimethylbenzene (106) (isomer) tr - -
18.90 methyl-methylethyl-benzene (134) (isomer) - - tr
27.31 butyl-benzene (134) tr - -
29.28 1,2,4,5-tetramethyl-benzene (134) (or isdmer tr tr tr
33.78 triethyl-benzene (162) tr - -
33.89  1-butenyl-dimethyl-benzene (160) (or isomer) tr - -
33.91 1,1'-methylenebis-benzene (168) (or isomer) tr tr tr

polyaromatic hydrocarbons

19.77 1H-indene (116) + tr -
23.90 methyl-1H-indene (130) (isomer) tr tr -
24.15 methyl-1H-indene (130) (isomer) tr - -
24.27 azulene (128) tr - -
25.31 naphthalene (128)* + tr -
27.45 decahydro-naphthalene (138) tr - -
29.36 2-methylnaphthalene (142)* tr tr tr
29.93 1-methylnaphthalene (142)* tr tr -
30.46 2,3-dihydro-trimethyl-1H-indene (160) (conser) tr - -
30.99 2,3-dihydro-trimethyl-1H-indene (160) (conser) tr - -
32.16 1,1-biphenyl (154) tr tr -
32.69 ethyl-naphthalene (156) tr - -
33.38  2,3-dihydro-trimethyl-1H-indene (160) (conser) tr tr -
33.51 dimethyl-naphthalene (156) tr - -
33.56 2,2'-dimethyl-1,1'-biphenyl (182) (or isomer tr - -
33.65 dimethyl-naphthalene (156) tr - -
33.73 tetrahydro-dimethyl-naphthalene (160) (omisr) tr - -
34.56 acenaphthylene (152)* + tr -
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Table 1 (continued).

RT(min) Compound (molecular weight) Exterior Cross-section Interior
38.63 9H-fluorene (166) tr - -
44.19 phenanthrene (178)* tr - -

Furan and pyran derivatives

11.05 2-furancarboxaldehyde (96)* + tr -
11.63 2-furanmethanol (98)* ++ + tr
14.02 1-(2-furanyl)-ethanone (110) (2-acetylfuran) + - tr
14.39  2(3H)-dihydrofuranone (86) + tr tr
14.15 2(5H)-furanone (84y-crotonolactone)* + tr tr
15.23  5-methyl-2(5H)-furanone (98)* tr - -
15.80 2-furancarboxylic acid (112) ++ tr tr
16.14  3-methyl-5-methyliden-2(5H)-furanone (11&)icomer)  tr tr -
16.82 methyl 2-furancarboxylate (126) tr - -
20.28 5-methyl-2(3H)-dihydrofuranone (100) - tr tr
22.42  3-hydroxy-2-methyl-4H-pyran-4-one (126) (taBt tr tr -
24.08 y-heptalactone (128)* - tr -
28.91 &-octalactone (142) tr tr +
29.08 2-octylfuran (180) - tr -
32.48 &-nonalactone (156) - tr -
34.89 vy-decalactone (170)* - tr -
35.80 &-decalactone (170)* tr + tr
36.19 2-methyl-8H-cyclohepta(b)furan-8-one (16f))igomer) tr - -
36.66 methyl-cyclohepta(b)furanone (160) (or isgome tr - -
38.09 y-undecalactone (186) - tr -
38.92 d-undecalactone (186) - tr tr
40.49 y-dodecelactone (196) tr tr tr
41.12 y-dodecalactone (198)* tr + +
41.94 o&-dodecalactone (198)* tr + tr
43.92 vy-tridecalactone (212) - tr -
46.66 y-tetradecalactone (226) - tr tr
47.45 &-tetradecalactone (226) tr + tr

86



Manuscrito 1

Table 1 (continued).

RT(min) Compound (molecular weight) Exterior Cross-section Interior
49.22 y-pentadecalactone (240)* - tr -
51.68 y-hexadecalactone (254) tr tr tr
52.45 d&-hexadecalactone (254) tr + tr
54.02 y-heptadecalactone (268) - tr -
56.25 y-octadecalactone (282) - tr -
56.97 od-octadecalactone (282) tr tr tr
Ethers
alkyl alkyl ethers
17.96 2-(2-ethoxyethoxy)-ethanol (134) ++ ++ ++
23.34  4-butoxy-1-butanol (146) tr tr tr
31.01 1,4-dibutoxy-butane (202) tr + ++
cyclic ethers or benzofuran derivatives
17.77 benzofuran (118) tr tr -
22.31 2-methyl-benzofuran (132) (or isomer) tr tr -
23.89 dihydrobenzofuran (120) (or isomer) tr tr -
26.13 dimethylbenzofuran (146) (or isomer) tr tr -
26.24  dihydrobenzofuran (120) (or isomer) + tr tr
26.45 dimethylbenzofuran (146) (or isomer) tr - -
36.60 dibenzofuran (168) tr - -
aliphatic-aromatic ethers
18.65 4-methyl-1-methoxybenzene (122) tr - -
23.67 1,2-dimethoxybenzene (138)* tr tr -
24.98 1,4-dimethoxybenzene (138)* + + -
25.25 1,3-dimethoxybenzene (138)* + tr -
26.54 2-phenoxy-ethanol (138) tr tr tr
26.57 dimethoxytoluene (152) (or isomer) tr - -
27.11 dimethoxytoluene (152) (or isomer) tr tr tr
27.57 dimethoxytoluene (152) (or isomer) tr - -
29.71 trimethoxybenzene (168) (or isomer) + tr -
29.81 dimethoxytoluene (152) (or isomer) tr - -
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Table 1 (continued).

RT(min) Compound (molecular weight)

Exterior Cross-section Interior

31.90
32.76
34.25
35.73
37.33

15.06
17.84
19.07
24.35
25.73
26.51
32.12
32.71
33.28
33.64
36.75
45.30
73.07

17.28
20.32
23.45
27.26
28.44
29.16
290.18
31.18
31.76

aliphatic-aromatic ethers
methyl-propenyl-methoxybenzene (162) (omisg
5-methyl-1,2,3-trimetxoxybenzene (182)
methyl-propenyl-methoxybenzene (162) (omis)
propenyl-dimethoxybenzene (178) (or isomer)
propenyl-dimethoxybenzene (178) (or isomer)

tr
tr
tr
tr
tr

Terpenes, sesquiterpenes, oxygenate derivativesdasterols

a-pinene (136)*
carvomenthene (138) (or isomer)
limonene (136)*

terpene (136)

myrtenol (152) (or isomer)
carveol (152) (or isomer)
sesquiterpene (204)
sesquiterpene (204)
cyperene (204) (or isomer)
sesquiterpene (204)
sesquiterpene (204)
oxygenated sesquiterpene
cholest-5-en-3-ol (386)

Nitrogen derivatives

benzonitrile (103)

1-(1H-pyrrol-2-yl)-ethanone (109)
benzeneacetonitrile (117)
benzenepropanenitrile (131)

methyl-1H-indole (131)

isoquinoline (129)

1H-indole (117)
3-(1-methyl-2-pyrrolidinyl)-pyridine (162hicotine)
dimethyl-1H-indole (145) (or isomer)

tr

tr
tr

tr

tr
tr
tr

tr
tr
tr
tr

tr

tr
tr
tr

tr
tr

tr

tr
tr

tr

tr
tr
tr
tr
+++

tr

tr

tr

tr
tr

tr

tr
tr

++

tr
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Table 1 (continued).

RT(min) Compound (molecular weight) Exterior Cross-section Interior

Nitrogen derivatives

32.36 methyl-1H-indole (131) (or isomer) + tr tr
33.59 2-methyl-1H-isoindole-1,3(2H)-dione (161) (@mer) tr - -
34.71 1H-isoindole-1,3(2H)-dione (147) (or isomer) tr - -

Phenolic derivatives
phenol derivatives

16.89 phenol (94)* +++ ++ tr
19.97 2-methylphenol (108)* +++ ++ tr
20.79  4-methylphenol (108)* and 3-methylphenolg)t0 +++ ++ tr
22.15 2,6-dimethylphenol (122)* ++ + tr
23.28 2-ethylphenol (122)* ++ + tr
23.69 2,4-dimethylphenol (122)* and 2,5-dimeth@phbl (122)* +++ ++ tr
24.35 propylphenol (136) (or isomer) tr - -
24.36 4-ethylphenol (122)* + + tr
24.44  3-ethylphenol (122)* + + -
24.85 2,3-dimethylphenol (122)* + tr -
25.15 ethyl-methylphenol (136) (or isomer) + tr

25.38 dimethylphenol (122) (or isomer) + tr -
25.69 trimethylphenol (136) (or isomer) tr tr -
25.87 trimethylphenol (136) (or isomer) + - -
26.41 propylphenol (136) (or isomer) tr - -

26.67 ethyl-methylphenol (136) (or isomer) + tr tr

26.77 ethyl-methylphenol (136) (or isomer) +

26.93 trimethylphenol (136) (or isomer) + tr -

27.09 ethyl-methylphenol (136) (or isomer) + tr -
+

27.21 ethyl-methylphenol (136) (or isomer) tr -

27.57 propenyl-phenol (134) (or isomer) tr tr -
27.69 methyl-methylethyl-phenol (150) (or isomer) tr - -

27.72  propylphenol (136) (or isomer) tr tr -
27.78 methylethyl-phenol (136) (or isomer) + tr tr
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Table 1.- Detected compounds in different cheese regionstieg with an indication on
their concentration (continued).

RT(min) Compound (molecular weight) Exterior Cross-section Interior
27.91 ethyl-methylphenol (136) (or isomer) tr - -
28.12 trimethylphenol (136) (or isomer) tr tr -
28.28 trimethylphenol (136) (or isomer) + tr -
28.45 trimethylphenol (136) (or isomer) tr - -
28.49 methyl-methylethyl-phenol (150) (or isomer) tr - -
28.90 methyl-methylethyl-phenol (150) (or isomer) tr - -
28.91 propenyl-phenol (134) (or isomer) tr tr -
29.10 methyl-methylethyl-phenol (150) (or isomer) + - -
29.35 ethylmethyl phenol (136) (or isomer) tr - -
29.54  methylpropyl-phenol (150) (or isomer) tr - -
29.64 diethylphenol (150) (or isomer) tr - -
30.21 methylpropyl-phenol (150) (or isomer) tr - -
30.69 propenyl-phenol (134) (or isomer) tr - -
30.75 methyl-propyl-phenol (150) (or isomer) tr - -
36.10 2,4-bis(1,1-dimethylethyl)-phenol (206)* tr tr tr
36.31 2,6-bis(1,1-dimethylethyl)-4-methyl-phen®2Q) (BHT)* tr tr tr
36.48 (1,1 -biphenyl)-3-ol (170) tr tr tr
39.93 tri-butylphenol (262) (or isomer) tr + +
53.44 4,4'-(1-methylethylidene)bis-phenol (228)igomer) tr tr tr
methoxyphenol derivatives
21.52 2-methoxyphenol (124) (guaiacol)* +++ ++ +
23.38 2-methyl-3-methoxyphenol (138) (or isomer) rot - -
23.58 3-methoxy-1,2-benzenediol (140) (3-methoxgpgtechol)* + tr -
31.31 4-(2-propenyl)-2-methoxyphenol (164) (eudgno + tr -
31.68 4-propyl-2-methoxyphenol (166) (4-propyldgcal)* + tr -
32.58 allyl-methoxyphenol (164) (or isomer) tr tr -
32.74  4-hydroxy-3-methoxy-benzaldehyde (152) (Miai tr tr -
33.02  4-(1-propenyl)-2-methoxyphenol (164) (iscaum)* + tr -
33.57 5-(1-propenyl)-methoxyphenol (164) (or isome tr - -
34.33  4-(1-propenyl)-2-methoxyphenol (164) (isceug isomer)* + tr -
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Table 1 (continued).

RT(min) Compound (molecular weight) Exterior Cross-section Interior

dimethoxyphenol derivatives
27.44  dimethoxyphenol (154) (or isomer) tr - -
31.08 2,6-dimethoxyphenol (154) (syringol)* + tr -
34.16 4-methyl-2,6-dimethoxyphenol (168) (4-meslyyingol)*  + tr -
36.29 propenyl-dimethoxyphenol (194) (or isomer) rot - -
36.65 4-ethyl-2,6-dimethoxyphenol (182) (4-ethyiisgol) tr tr -
38.94  4-(2-propenyl)-2,6-dimethoxyphenol (194)* tr - -
41.72  4-(1-propenyl)-2,6-dimethoxyphenol (194diieer) tr - -

Others
14.32  sulfonylbis-methane (94) tr tr tr

54.85 1,1'-sulfonylbis-4-chloro-benzene (285) tr rot tr

Unidentified
36.98 41(14), 43(24), 55(34), 71(100), 98(6) tr tr +

37.17 41(28), 43(28), 57(36), 71(100), 85(19)183(129(12)  + + +

39.12  41(40), 43(39), 55(68), 57(60), 71(100)813(85(22),

100(13), 145(8) + + +
40.04 40(21), 55(47), 56(17), 70(7), 84(18), 99(3

111(17), 173(100) + + +

129(47), 145(11) tr + +
44.45  41(36), 43(23) 55(100), 71(73), 73(94), 8%(2

129(47), 145(11) tr + +
44.62 41(34),57(68), 71(100), 73(75), 85(28),(20),

129(43), 145(18) + + +
49.53 41(24), 43(34), 55(28), 71(100), 85(17),(129,

239(5), 256(9) tr tr +
* asterisked compounds were identified by standards

** great number of area counts: +++; medium nundfearea counts: ++; small number of

area counts: +; very low number of area countsidrgetected: -.
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Few alcohols have been detected and only thosedgavsmall number of carbon atoms
are in significant proportions. Among aliphatica@iols there are primary and secondary as
well as linear or branched; all of these have belentified detected before as cheese
components and can come from lactose, aminoacids;ids through different processes
(Molimard and Spinnler, 1996). The origin of the@matic alcohols could be found in the
smoke, although some of them, such as benzeneéthemamportant in the flavour of
several unsmoked cheeses (Rychlik and Bosset, 280densen and Benfeldt, 2001;
Valero et al., 2001).

The ester group contains thirty one componentst imothem having one single ester
group, although compounds having two or three halge been detected. This group
includes esters whose origin could be attributegtéations between acids and alcohols, as
well as triglycerides; the presence of these lattenpounds, with great molecular weight
and low volatility could only be explained by sygeer effects during headspace
generation, as commented above. In general, theeotmation of esters is very low, the
most significant being ethyl decanoate. Finallpnty remains to add that some aromatic
esters derived from benzoic, methylbenzoic and é&meacetic acids have also been
detected, together with methyl vanillate, compodedved from vanillic acid, which is a
typical smoke component (Guillén and Ibargoitia8p

The group of aldehydes is formed by saturated ars@turated aliphatic and aromatic
aldehydes. Saturated, unsaturated aliphatic ande saromatic aldehydes have been
detected in the headspace of different unsmokedselse(Moio and Addeo, 1998; Thierry
et al.,, 1999). The saturated aldehydes vary fromtsiseventeen carbon atoms with an

even or uneven number of carbon atoms and can fmeacids or from aminoacids; the
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most significant are nonanal, decanal, undecaraldadecanal, especially the first. Only
two unsaturated aldehydes have been detected;oitldsthe noted that this type of
aldehydes has not been detected in cheese very bftaddition, some aromatic aldehydes
have also been detected. Some of them, such aaldehyde, hydroxy-benzaldehyde and
benzeneacetaldehyde (with bitter, almond, fragraméet, creamy, nutty, woody balsamic
notes), are common cheese components (Careri,e1%4); however others, such as
vanillin, are typical smoke components (Guillén dhdrgoitia, 1998), probably for this
reason some of these have not been detected imt¢hnior region.

Ketones are very numerous (47 components). Thera subgroup of ten methyl
ketones, with between seven and eighteen carbansateell known cheese components
whose formation has been attributedbtga-oxidation of fatty acids; these ketones are in
very low concentrations. There is also a subgrofiyalic ketones, typical smoke
components (Guillén and Ibargoitia, 1996); amongséhthe most significant are some
methyl, dimethyl and trimetyl cyclopentenones whicave diffused into the interior
region. The cyclic diketones detected, with wellowm nutty, burnt, brandy, coffee,
caramel, and maple syrup notes (Maga, 1988), arenthin ketones, and some have also
been detected, as trace levels, in the interioch&fese; these compounds comme from
smoke (Maga, 1988). Finally this group also inchid®m important number of aromatic
ketones, most of them smoke components, explaining they are almost exclusively
found in the exterior region. It must be noted thialy those ketones normally present in
significant proportions in smoke (Guillén and Ibaitg, 1996) have been detected in the

interior of the cheese.
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Hydrocarbons, in a great number and at very lowcentrations, are also present in the
headspace. Among these there are saturated antunatsd aliphatic hydrocarbons, as
well as mono- and poly-aromatic hydrocarbons. Linsaturated and unsaturated
hydrocarbons, having from nine to more than eightesgbon atoms, have been detected,
as well as branched hydrocarbons of very high nutdeoveight; the most significant is
heptadecane. Linear saturated and unsaturated dayboms have been detected in
unsmoked cheeses (Larrayoz et al., 2001), althahghsaturated ones also are smoke
components (Guillén and Ibargoitia, 1998). In addit there are present three branched
hydrocarbons: squalene, phytene and neophytadieese have been previously detected
in cheese (Banks et al., 1992; Dirinck and De Wjri899; Guillén and Abascal, 2002),
and are present in many plants, which if they fpart of the goat diet could be the cause
of their presence in this cheese. The origin ofrtfmmo-aromatic hydrocarbons detected is
difficult to establish because they are also snukestituents, and some of them, such as
styrene and other alkylbenzene hydrocarbons, haeebaen detected in unsmoked cheese
(Guichard et al., 1987; Bosset and Gauch, 1993s@&ost al., 1997). The polyaromatic
hydrocarbons detected, all of them of low molecwaight, probably are from the smoke,
although some of them have also been detectedsimaiked cheese (Guichard et al., 1987,
Martinez-Castro et al., 1991; Careri et al., 19%di|lais et al., 1999). It should be noted
that aliphatic hydrocarbons have been detected inotihe exterior and interior region of
cheese, however aromatic hydrocarbons have be@alyasound in the exterior; this fact
could indicate a different origin for both kindshofdrocarbons.

The furan and pyran derivatives constitute a venpmerous group, having 33

components. Among these, all those of low molecwtksight, from 2-furancarboxaldehyde

94



Manuscrito 1

to maltol, coming from the smoke (Guillén and latig, 1996), are found not only in the
exterior but also in the interior region, althoughigher concentration in the first than in
the second region, as expected; most of these aomdgogive pleasant flavours such as
caramel, sweet, malt toasted, like bread, spicy;myabutterscotch (Maga, 1988). In
addition to these components a great numbear aihd d-lactones, most of them in very
low concentrations, have been detected; among,tbedecalactoned-dodecalactoned-
tetradecalactone an@-hexadecalactone are in higher proportions. Thesepoands,
probably resulting from oxidation of fatty acidsdasubsequent cyclation of the formed
hydroxyacids, are well known cheese componentsoadth the number of lactones usually
detected in cheese is lower than that found héwer flavour has been described as
pleasant, buttery and fruity.

Another group of components is constituted by eth&his contains some alkyl-alkyl
ethers in significant proportions, most of themoahaving an alcohol group, which are
distributed similarly in both interior and exterieheese regions. Some authors have
previously described the presence of some of tkhesgonents in cheese (Moio et al.,
1993; Careri et al., 1994; Lecanu et al., 2002thWithis group a subgroup of compounds
tentatively identified as benzofuran derivativess ledso been included, together with
another of alkyl-aryl ethers; both kinds of compdsinwhich are basically present only in
the exterior region, are well known smoke componéBuillén and Ibargoitia, 1998).

The presence in pine needles of terpenes and sagmguies, as well as of some of their
oxygen derivatives, is well documented (Lapp ana,VI®82; Papadopoulou and Koukos,
1996; Marculescu and Gleizes, 2002). For this nediseir presence in this cheese could be

attributed to the smoke used in manufacture; howewvether cheeses their presence has
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been attributed to the animal feed (Dumont etl&81; Guichard et al., 1987; Bosset et al.,
1994) or to the activity oP. caseifulvumand of P. camemberti fungu@.arsen, 1999).
Their concentration is very low and all of them éanteresting organoleptic properties.

In addition, a group of nitrogen derivatives inghglnitrile and indole derivatives has
also been detected. Some of these, known smokearemts, are in higher proportions in
the exterior than in the interior region, so thetigin could be attributed to the smoke.
However, benzonitrile (Barbieri et al., 1994; Camedral., 1994; Sunesen et al., 2002) as
well as some indole derivatives have also beenctsgtein unsmoked cheese and are
considered to result from the activity of lactiddabacteriae on aminoacids (Gao et al.,
1997; Kemmer et al., 1997; Rychlik and Bosset, 200dlero et al. 2001; Tavaria et al.,
2002). Nicotine has also been detected, both ireterior and interior region, always at
very low proportions; this compound has been preslpdescribed as a cheese component
(Moio and Addeo, 1998; Guillén and Abascal, 2002).

The most numerous group of components is that ehplic derivatives, constituted by
phenol (43 components), methoxyphenol (13 compasheand dimethoxyphenol (7
components) derivatives. All of them are well knoeamoke components (Maga, 1988)
and only those in significant concentrations in éxterior region have diffused into the
interior, these being phenol, guaiacol, syringall @ome of their low molecular weight
alkylderivatives. The high number of phenol and lewnber of syringol derivatives it is
noteworthy. The flavour notes contributed by pheshaiivatives are pungent and cresolic
while those of guaiacol derivatives have been desdras sweet, smoky, somewhat
pungent, weak, phenolic, woody and those of sytidgoivatives as smoky, mild, heavy,

burnt (Kim et al., 1974; Maga, 1988).
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Finally a reduced number of other components ofnomk origin, some of them
probably contaminants such as sulfonylbis-methatelal -sulfonylbis-4-chloro-benzene
which are monomers of some polyesters have beerdatected at very low concentration
levels.

Obviously the contribution of the different compdsrabove mentioned to the Palmero
cheese flavour is determined by the taste and adtioeshold values of each and every one
of these compounds in this fresh cheese matrix.

As can be observed in Table 1, the headspace ointbgor region of the Palmero
cheese is poorer in volatile components than theriex region because only those smoke
components in significant concentrations in theeegt region, such as some cyclic
ketones and diketones, some furan and pyran dimegabf low molecular weight, some
phenol, and guaiacol derivatives, as well as solkg-aryl ethers, diffuse through the
cheese matrix and reach the interior region althaogery low concentrations. The slight
diffusion of smoke components into the cheese matuld be due to the short period of
time between smoking and consumption of this chgasbably in smoked cheeses with a
long period of ripening this diffusion is greatés could be expected, the headspace of the
cross-section contains more components than teeontregion but less than the exterior
region. This can be also observed in Figure 1, lwhiives the total current ion
chromatogram of the headspace components of tlegi@xtinterior and cross-section of
the sample A4, which is the most smoked of all istld

Smoke is constituted by a large number of companenbming from cellulose,
hemicellulose and lignin pyrolysis, which have éiffint functional groups, such as ketones,

aldehydes, acids, ethers, hydrocarbons, carboleydetvatives, nitrogen derivatives, and
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phenol, guaiacol, syringol, and pyrocatechol dénes (Guillén and Ibargoitia, 1996;
Guillén and Manzanos, 1999; Guillén et al., 20@hong these components, generally,
carbonyl and carboxyl derivatives together withbcdwydrate derivatives are the major
smoke components, whereas phenolic derivativesamaller proportion. In the smoking
process the smoke components are deposited atmandahe cheese surface. If smoke
components do not react at all or not interact \&rgngly with cheese components, both
systems, smoke and smoked cheese, will contaisaim® components coming from wood
pyrolysis and in similar proportions.

In spite of carbonyl, furan and pyran and othebohydrate derivatives being in higher
proportions than phenolic derivatives in smoke (MabP88; Guillén and Ibargoitia, 1996;
Guillén and Manzanos, 1999), in the headspacei®tthoked cheese the opposite is true,
that is to say the headspace contains proportidnsabonyl, of furan and pyran
derivatives, and of phenolic derivatives which aexy different from those generally
found in smoke. This could be due to some carbaylvatives reacting with amine
cheese groups in reactions similar to those of Iatdil modifying the texture and the
colour of the cheese, or because carbonyl deresmtare strongly retained by cheese
components. The high proportions of phenol denestiin the headspace of this cheese

could be due to these smoke components neithet nemcinteract very strongly with

cheese components.
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Figure 1.- Total ion current chromatogram of the componefitthe headspace of the

exterior, cross-section and interior regions ofAdecheese sample.

This Palmero cheese, as has been commented on, abowade by artisans and for this
reason there is a certain variability among thedbhpace composition of the different
samples studied. The differences found are rel@tédde concentration of the components

but not to their nature. The samples A2 and A4 aontoncentrations in fatty acids and in
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smoke components respectively, which are much greaan in the other samples, due to
an accentuation of the lypolisis in the first casel of the smoking process in the second;
both are extreme cases. Figure 2 shows the tatarduon chromatogram of the headspace
of the exterior region of these two cited sampled af sample Al; it can be observed that
in the headspace of the exterior region of the $am2 the hexanoic, octanoic and
decanoic acids predominate whereas in the headgpahe exterior region of the sample
A4 the phenolic derivatives predominate, that isdag phenol and their methyl derivatives
and guaiacol and their alkyl derivatives. Howevethe headspace of the exterior region of
sample Al, although smoke components are the noanponents their abundance is much
lower than in sample A4.

Table 2 shows the cheese headspace average camioastin samples Al, A2, A3, A5
and A6, of some compounds known as typical smokepoments (Maga, 1988), together
with the average deviations; these concentratiomgiaen in area counts of the base peak
ions of each compound multiplied by 10Table 3 gives the cheese headspace average
concentrations of the main acids in samples Al,A8,A5 and A6 in the same arbitrary
units. It can be observed that, though the avedagetions are high, indicating significant
differences in the abundance of these componenth@énheadspace of these artisan
cheeses, the compounds in high, or low, conceatratin one sample are also in high, or
low, concentrations in the others; so, in all stddsamples, among smoke component
phenol, guaiacol, 4-methylguaiacol and 4-ethylgeaiaare in high proportion and
trimethylphenol, propylphenol and isoeugenol aresinaller proportions and hexanoic,

octanoic and decanoic acids are the main acidé samples.
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Figure 2.- Total ion current chromatogram of the componearitthe headspace of the

exterior region of A1, A2 and A4 cheese samples.
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Table 2.- Average concentrations, Ca, of some componentsngpfrom the smoke, in
the headspace of the exterior cheese region, etéclifrom data of Al, A2, A3, A5, and
A6 samples, given in area counts of base peak(iggsmultiplied by 10°, together with

the average deviations, Da.

RT Compound lsp Ca Da
11.84 Furanmethanol 98 9.0 34
18.84 Cyclotene 112 43 2.0
16.95 Phenol 94 183.3 %715
19.98 2-Methylphenol 108 73.9 +27.7
20.81 4-Methylphenol and 3-Methylphenol 107 147.%2.9
22.15 2,6-Dimethylphenol 122 99 1338
23.28 2-Ethylphenol 107 15,5 6.5
23.68 2,4-Dimethylphenol and 2,5-Dimethylphenol 10753.2 +16.3
24.86 2,3-Dimethylphenol 107 85 3.1
25.87 Trimethylphenol (isomer) 121 43 1.0
25.87 Propylphenol (isomer) 107 19 0.8
21.49 2-Methoxyphenol (guaiacol) 109 164.1 £73.7
25.50 4-Methyl-2-methoxyphenol (4-methylguaiacol) 381 144.1 +56.4
28.62 4-Ethyl-2-methoxyphenol (4-ethylguaiacol) 137131.3 %39.2
29.82 4-Vinyl-2-methoxyphenol (4-vinylguaiacol) 150 80.8 +39.4
31.31 4-(2-Propenyl)-2-methoxyphenol (eugenol) 16413.6 5.0

31.68 4-Propyl-2-methoxyphenol (4-propylguaiacol) 371 189 4.7
32.98 4-(1-Propenyl)-2-methoxyphenol (isoeugenol) 641 6.6 =25
34.30 4-(1-Propenyl)-2-methoxyphenol (isoeugenminsr) 164 25.8 +11.1

25.29 Naphthalene 128 15.4 +8.4
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Table 3.- Average concentrations, Ca, of the acids in tlebfeace of the exterior cheese
region, calculated from data of Al, A3, A4, A5, affl samples, given in area counts of

base peak ionsgd) multiplied by 10°, together with the average deviations, Da.

RT Compound lsp Ca Da
9.45 Butiric acid 60 27.5t16.9
12.99 Pentanoic acid 60 1.2+0.7
17.77 Hexanoic acid 60 132.667.5
21.34 Heptanoic acid 60 4.7+1.4
22.65 2-Ethylhexanoic acid 73 1.7¢1.5
25.35 Octanoic acid 60 100.437.6
28.22 Nonanoic acid 60 3.4+1.1
32.04 Decanoic acid 60 94.332.7
34.76 Undecanoic acid 60 1.7+1.5
37.86 Dodecanoic acid 73 5.9+¢3.4
43.48 Tetradecanoic acid 73 3.5:3.5
45.82 Pentadecanoic acid 73 0.60.0

The relative abundance of the components in relatothe total abundance affords
information on the existence or not of a commonratc profile in the several samples,
with different intensity degree which is determinbg the absolute abundance of the
components. This fact can be arrived at from thecge#ages of the headspace
components. Table 4 shows the proportions of soméh@® most significant smoke
components in the headspace of these cheese sampéion to their total abundance; it
can be observed that, despite the different smokatensities, in general all of them
contain quite similar proportions of these smokewponents, showing that the smoking
process is fairly homogeneous because it provide®st constant proportions of the
different smoke components, with differences onty iis intensity as the absolute
abundances indicate. Table 5 shows the proportiddnsome of the main acids in the

headspace of the cheese samples in relation totti&i abundance. It can be observed that
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Table 4.- Abundance of some smoke components in the heaglghdloe exterior region of the different cheesedas expressed as

percentage in relation to the total abundanceerhth

RT  Compound lon Al A2 A3 A4 A5 A6

11.84 Furanmethanol 98 0.9 0.9 0.5 0.5 0.7 1.1
18.84 Cyclotene 112 0.6 0.3 0.3 0.4 0.3 0.4
16.95 Phenol 94 195 179 149 16.7 127 16.9
19.98 2-Methylphenol 108 82 67 78 63 51 55
20.81 4-Methylphenol and 3-Methylphenol 107 13.8 .71313.6 15.0 119 13.8
22.15 2,6-Dimethylphenol 122 1.1 09 1.1 08 0.7 0.6
23.28 2-Ethylphenol 107 20 13 17 11 09 11
23.28 2,4-Dimethylphenol and 2,5-Dimethylphenol 10757 46 6.6 48 35 46
23.68 2,3-Dimethylphenol 107 1.1 06 1.1 06 05 0.7
25.50 Trimethylphenol (or isomer) 121 04 04 06.40 03 04

25.87 Propylphenol (or isomer) 107 03 02 02 01 0.2

21.49 2-Methoxyphenol (guaiacol) 109 16.6 13.6 121.0 16.0 124

25.29 4-Methyl-2-methoxyphenol (4-methylguaiacol) 381 89 121 126 154 17.2 145
28.28 4-Ethyl-2-methoxyphenol (4-ethylguaiacol) 13710.4 104 147 109 12,7 13.2
28.78 4-Vinyl-2-methoxyphenol (4-vinylguaiacol) 150 58 92 51 59 84 55
29.19 4-(2-Propenyl)-2-methoxyphenol (eugenol) 16408 1.2 12 12 16 1.7
29.32 4-Propyl-2-methoxyphenol (4-propylguaiacol) 371 15 1.4 2.2 1.5 1.7 2.2
31.31 4-(1-Propenyl)-2-methoxyphenol (isoeugenol) 641 04 05 06 06 0.8 0.7
31.68 4-(1-Propenyl)-2-methoxyphenol (isoeugenarinisr) 164 14 22 23 24 32 25
24.86 Naphthalene 128 06 19 09 05 17 19
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Table 5.- Abundance of some main acids in the headspacaeokxterior region of the
different cheese samples Al, A2, A3, A4, A5 and &jressed as percentage in relation to

the total acids abundance.

RT Compound g Al A2 A3 A4 A5 A6

9.45 Butiric acid 60 3.9 17.7 9.3 9.3 3.9 10.9
12.99 Hexanoic acid 60 32.2 55.2 407 41.9 26.5 8 26.
21.34  2-Ethylhexanoicacid 73 1.6 0.0 0.1 0.0 0.3 0.3
22.65 Octanoic acid 60 28.7 174 24.1 27.7 26.0 2 33.
25.35 Nonanoic acid 60 1.2 0.3 0.8 0.8 0.7 1.5
28.22  Decanoic acid 60 30.7 9.2 22.7 19.4 355 25.7
37.86  Dodecanoic acid 73 1.2 0.2 1.7 0.6 3.8 1.4

43.48 Tetradecanoic acid 73 04 0.0 0.5 0.3 3.2 0,3

the proportions of acids is not as homogeneoubkagroportion of smoke components in
the different samples. This can be due to the Ig@oprocess was affected by different
factors in the manufacture of these cheese sammiegiding differences not only in the
absolute but also in the relative abundance ofsacid

This cheese was smoked with pine needles and it eathought that its headspace
composition is affected by the composition of tlegetable matter used. It is known that
the proportions of the different phenolic derivasvin smoke are clearly dependent on the
lignin composition, which differs from one wood #&mother; for this reason the ratio
between abundances of some important phenolic ater@s, or other smoke components
indicated in Table 1, may be considered of intestindicators or markers of the
vegetable matter used in the smoking process.

4. CONCLUSIONS

In conclusion, in the headspace of this cheese ri@re 320 components have been
detected, covering a broad range of volatility, @ealar weight and nature. Among them
there are acids, alcohols, esters, hydrocarbomghwdles, ketones, furan and pyran

derivatives, terpenes and sesquiterpenes, nitratgivatives, phenol, guaiacol and
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syringol derivatives, ethers, and others. As cobéd expected, the richest region in
components is the exterior region in which are gmeshot only the typical cheese
components but also a great number of componentghgdrom the leaves pine smoke. It
is characteristic of this goat cheese that its rheamched acid is 2-ethylhexanoic acid. The
components coming from the smoke play an impontalat in the flavour of this cheese,
and in spite of the variability found in the smakimtensity degree in the different
cheeses, all of them show fairly constant valuagims of relative abundance of phenolic
derivatives, which are the main smoke componentscted. These relative abundances
together with other smoke components could be ter@st as markers of this fresh goat

cheese smoked with pine needles.
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ABSTRACT

The study of the headspace components of six diffesamples of hand-made fresh
goat cheese smoked with dry prickly pe@pq(ntia ficus indicasmoke, protected by
the Palmero Origin Denomination, has been carrietl dhese cheeses were
manufactured by six different artisans from theansl of Palma. In spite of this
cheese not being a ripened cheese, the numbengfaents detected, by means of
solid phase microextraction using a polyacrylatderfi followed by gas
chromatography/mass spectrometry, was very higk. cfteese exterior region was
the richest in components because in addition te tharacteristic cheese
components it also contained all those adsorbedkesmomponents which had not
reacted with the cheese components. The cheeg®integion is the poorest in
components because only some of the smoke commohadtdiffused towards the
interior. Branched acids associated with goats sdhdélavour were not detected. In
spite of the different smoking degree in the samp&udied, homogeneous
proportions of the main smoke phenolic derivativesre observed. Likewise,
although differences in the absolute concentratiminacids were observed, fairly
homogeneous proportions of the main acids weredotihe absence of terpenes and
sesquiterpenes and the presence of some nitrogematdess as well as of syringol
derivatives in significant concentrations togethath characteristics proportions of
phenolic derivatives allow one to distinguish tRiglmero cheese from that smoked

with pine needles.

Dry prickly pear/ smoked fresh goat cheese/ heagsgamponents/ solid phase

microextraction/ gas chromatography-mass spectimgmet
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1. INTRODUCTION

Organoleptic properties are very important in f@mdeptation by consumers and
especially in many cheeses often considered asadeds. These properties are due to
the food composition, and specifically food aronsamostly determined by its
headspace composition. For this reason the compomérthe headspace of many
cheeses have been profusely studied using difféeehniques [1, 17, 18, 19, 20, 21,
22, 25, 28]. However in spite of the existence aingnstudies on those components
responsible for the flavour of cheeses of veryedéht origin and characteristics, the
study of the headspace components of smoked chieasdxeen rarely undertaken [2,

5, 16], and the same can be said of fresh goatsel{é, 7, 9, 23, 27, 30].

In this paper the study of the volatile and lesdatde components of the
headspace of the fresh smoked artisan goat cheetwseted by the Palmero Origin
Denomination is carried out. The cheese studied smasked exclusively with dry
prickly pear Opuntia ficus indicasmoke, although other vegetable matters such as
almond shells Frunus dulciy, and the wood or needles of canary piRengs
canariensi$ can be used. These cheeses are manufactured,ndinfrom Palmera
goats, by the milk producers themselves, only anlgtand of Palma (The Canary
Islands), following traditional methods passed ddm@m generation to generation.

The study was accomplished by means of the extract the static headspace
components using solid phase microextraction (SPMBlJowed by gas
chromatography/mass spectrometry. The aim of thislysis to establish the
components of the headspace of this cheese, atbw the diffusion degree of the

smoke components across the cheese matrix.
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2. MATERIALS AND METHODS

2.1. Samples

Artisan Palmero cheeses, manufactured from fresieated milk, by six different
artisans of the Palma Island, named T1, T2, T3,TB4and T6, were studied. All of
them were smoked using dry prickly pear. The mastufa was carried out
following the traditional methods [8]. From eacheeke three different parts were
studied separately: the interior of the cheese;ettterior region; and a thin cross-
section representative of the entire cheese, contpexterior and interior parts. The
samples were chopped, and approximately 1 g othiopped sample was weighed
into a 4 mL amber vial Screw Top (acquired from &ap, Bellefonte, PA, USA),
sealed with a hole cap PTFE/silicone septum, am@dtfrozen until study. The day
before the study each sample was transferred teethigerator for thawing.

2.2. Generation of the headspace and extraction afs components by
SPME.

Vials containing 1 g of the cheese sample weredhiced into a water bath
maintained at 50 °C. After a period of sample égration (15 min) the fiber was
inserted into the headspace of the sample and vaagtamed for 60 min. The fiber
used was a fiber of Polyacrylate (85 um film thieks), acquired from Supelco.
Previous experiments [11] carried out in our labmmaon the study of the headspace
components of other smoked foods using fibers dbaxaen/polydimethylsiloxane,
polydimethylsiloxane (100 pm film thickness) andlyaarylate (85 pum film
thickness) have shown that: carboxen/polydimetlofane fiber basically retained
the most volatile components of the headspacegrg kigh proportions; however

polyacrylate fiber retained components of a broadetatility range; and
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polydimethylsiloxane fiber had less retention @pilof smoke components than
polyacrylate fiber.

2.3. Gas chromatography/mass spectrometry study

Fibers with the adsorbed compounds were injecténl anHewlett-Packard gas
chromatograph model HP 6890 Series Il, equippeti witmass selective detector
5973 and a Hewlett-Packard Vectra XM Series 4 cderpoperating with the
Chemstation program. The column used was a fusied-sapillary column (60 m
long x 0.25 mm inner diameter x 0.2&6n film thickness; from Hewlett-Packard,
Palo Alto, CA, USA), coated with a non-polar staioy phase (HP-5MS, 5% phenyl

methyl siloxane). The operation conditions wereftil®wing: the oven temperature
was set initially at 45 °C (0.50 min hold), incredgo 250 °C at 4 °@in™ (20 min

hold); the temperatures of the ion source and tizgipole mass analyzer were kept
at 230 and 150 °C, respectively; Helium was usedaaser gas at a pressure of
113.76 kPa; injector and detector temperatures vineld at 220 and 280 °C,
respectively; splittess mode was used for injectigtihh a purge time of 5 min. The
fiber was maintained in the injection port for 1hmMass spectra were recorded at
an ionization energy of 70 eV. After the first dggmon, the fiber was routinely
desorbed for a second time in order to determitieeifirst process was complete.
The components were identified by their retentiares, by their mass spectra, by
comparing their mass spectra with those in a comialdibrary (Wiley 138L, Mass
Spectral Database, Wiley 1990) and by using staisdafll those compounds
included in table | were acquired commercially asepcompounds and used as

standard for identification; in addition, 4-ethyttanoic acid was also used to
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elucidate its presence or absence in the headsplatkis cheese. Due to the
overlapping of the signal of many compounds, seuangjfication was based on
arbitrary units of the total current ion or of thase specific peak ion counts divided
by 10. Tables Il and Il give the average abundance$ ¢htained for some main
components, as well as the average relative abuedarA,) expressed as
percentages, together with their deviations anddheused for the quantification in

each case.

Table I. Detected compounds in different cheese regionstheg with an indication
on their concentration*

N°  RT (min) Compoun(molecular weight) Exterior Cross-section Interior
Acids
1 5.85 acetic acid (60) ++ ++ ++
2 9.26 butanoic acid (88) ++ ++ ++
3 12.65 pentanoic acid (102) tr tr tr
4 17.39 hexanoic acid (116) +++ +++ +++
5 20.72 heptanoic acid (130) tr tr tr
6 22.48 2-ethyl-hexanoic acid (144) tr - -
7 24.69 benzoic acid (122) tr - -
8 24.88 octanoic acid (144) +++ +++ +++
9 27.99 nonanoic acid (154) + + tr
10 30.69 4-hydroxy-3-methoxy-benzoic acid (168)
(vanillic acid) tr - -
11 31.65 decanoic acid (172) +++ +++ +++
12  37.54 dodecanoic acid (200) ++ tr tr
13 43.13 tetradecanoic acid (228) ++ + -
14  48.27 hexadecanoic acid (256) +++ tr -
15 52.34 9-octadecenoic acid (282) ++ - -
16 52.82 octadecanoic acid (284) + tr -
Alcohols
17 3.95 ethanol (46) ++ ++ ++
18 9.78 2,3-butanediol (90) ++ ++ ++
19 19.29 benzenemethanol (108) tr tr -
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Table | (continued).

N°  RT (min) Compounfmolecular weight) Exterior Cross-section Interior
Esters

20 10.13 ethyl butanoate (116) - tr -
21 18.38 ethyl hexanoate (144) - tr tr
22  21.69 methyl benzoate (136) tr tr -
23  25.38 ethyl octanoate (172) - - tr
24  32.10 ethyl decanoate (200) - tr tr
25 36.40 methyl dodecanoate (214) tr - -
26  36.42 methyl 4-hydroxy-3-methoxybenzoate (182)

(methyl vanillate) tr - -
27 38.62 ethyl dodecanoate (228) - tr tr
28 42.11 methyl tetradecanoate (242) tr - -
29  44.77 ethyl tetradecanoate (256) - tr tr

Aldehydes
30 16.14 benzaldehyde (106) tr tr tr
31 19.67 benzeneacetaldehyde (120) tr tr tr
32 21.99 nonanal (142) tr tr tr

Ketones

aliphatic linear and cyclic ketones and diketoas
33 7.28 3-hydroxy-2-butanone (88) - - tr
34 9.25 cyclopentanone (84) tr - -
35 12.27 1-(acetyloxy)-2-propanone (116) tr - -
36 13.10 2-heptanone (114) tr - tr
37 13.31cyclohexanone (98) tr - -
38 13.88 2-methyl-2-cyclopenten-1-one (96) tr tr -
39 15.00 2,5-hexanedione (114) tr - -
40 16.43 3-methyl-2-cyclopenten-1-one (96) tr tr -
41  17.95 3-methylcyclohexanone (112) tr tr -
42  19.08 3-methyl-1,2-cyclopentanedione (112) (cycieje+ + tr
43  22.68 3-ethyl-1,2-cyclopentanedione (126)

(3-ethylcyclopentenolone) tr tr -
44  29.00 2-undecanone (170) tr - -
45  35.57 2-tridecanone (198) tr - tr

aromatic ketones and related
46  20.58 1-phenyl-ethanone (120) (acetophenone) tr tr -
47  34.95 2,5-di-tert-butyl-1,4-benzoquinone (220) tr - -
48  35.50 1-(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)-ethanone (166)

(acetovanillone) tr tr tr
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Table I (continued).

N°  RT (min) Compoun(molecular weight) Exterior Cross-section Interior

Hydrocarbons

aliphatic hydrocarbons
49  38.60 hexadecane (226) tr - -
50 41.26 heptadecane (240) + - -
51 44.10 octadecane (254) tr - -
52  49.28 eicosene (282) tr - -
53 65.87 squalene (410) tr tr -

polyaromatic hydrocarbons
54  25.29 naphthalene (128) tr tr -
55  29.32 2-methylnaphthalene (142) tr tr -
56 29.91 1-methylnaphthalene (142) tr - -
57 34.52 acenaphthylene (152) tr - -
58 44.18 phenanthrene (178) tr - -

Furan, pyran derivatives and others
59 10.80 2-furancarboxaldehyde (96) tr - -
60 11.84 2-furanmethanol (98) (furfuryl alcohol) tr rt tr
61 14.02 1-(2-furanyl)-ethanona (110) (2-acetylfuran) tr tr
62 14.48 2(5H)-furanone (84y-crotonolactone) tr tr tr
63 15.51 5-methyl-2(5H)-furanone (98) tr - -
64 16.27 5-methyl-2-furancarboxaldehyde (110) tr - -
65 19.75 3-methyl-2(5H)-furanone (98) tr tr -
66 22.43 3-hydroxy-2-methyl-4H-pyran-4-one (126) (roBlt+ tr tr
67 28.860-octalactone (142) tr tr tr
68 34.88y-decalactone (170) - tr -
69 35.29 1,6-anhydr@-D-glucopyranose (162)

(levoglucosan) tr - -
70 35.780-decalactone (170) tr tr tr
71 41.09y-dodecalactone (198) tr tr tr
72  41.91%-dodecalactone (198) tr tr -

Ethers
73  23.64 1,2-dimethoxybenzene (138) tr tr -
74  24.96 1,4-dimethoxybenzene (138) tr tr -
75 25.22 1,3-dimethoxybenzene (138) tr tr -
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Table I (continued).

NO

RT (min) Compoung¢molecular weight)

Exterior Cross-section

Interior

Phenolic derivatives
phenol derivatives

76  16.95 phenol (94) ++

77  19.98 2-methylphenol (108) ++

78  20.81 4-methylphenol (108) and 3-methylphenol (168)

79 22.15 2,6-dimethylphenol (122) +

80 23.28 2-ethylphenol (122) +

81 23.68 2,4-dimethylphenol (122) +

82 23.73 2,5-dimethylphenol (122) +

83  24.27 4-ethylphenol (122) +

84 24.46 3-ethylphenol (122) +

85 30.65 2-(1,1-dimethylethyl)-4-methyl-phenol (164) tr

86 36.11 2,4-bis(1,1-dimethylethyl)-phenol (206) tr

87  36.29 2,6-bis(1,1-dimethylethyl)-4-methyl-phena2(2
(BHT) tr
diphenol derivatives

88 23.57 3-methoxy-1,2-benzenediol (140)
(3-methoxypyrocatechol) tr

89 25.68 1,2-benzenediol (110) (pyrocatechol) tr

90 27.90 3-methyl-1,2-benzenediol (124)
(3-methylpyrocatechol) tr
methoxyphenol derivatives

91 21.49 2-methoxyphenol (guaiacol) (124) +++

92 25.50 4-methyl-2-methoxyphenol (138)
(4-methylguaiacol) ++

93 28.62 4-ethyl-2-methoxyphenol (152) (4-ethylgualhee

94  29.82 4-vinyl-2-methoxyphenol (150) (4-vinylguai$ce+

95 31.31 4-(2-propenyl)-2-methoxyphenol (164) (euggnel

96 32.06 4-propyl-2-methoxyphenol (166)
(4-propylguaiacol) +

97 32.74 4-hydroxy-3-methoxy-benzaldehyde (152)
(vanillin) tr

98 32.98 4-(1-propenyl)-2-methoxyphenol (164) (isoexaie-

99  34.30 4-(1-propenyl)-2-methoxyphenol (164) (isoewaie+
dimethoxyphenol derivatives

100 31.03 2,6-dimethoxyphenol (154) (syringol) ++

101 34.17 4-methyl-2,6-dimethoxyphenol (168)

(4-methylsyringol) +

tr
tr
tr
tr
tr
tr

tr

tr

++

tr
tr
tr

tr

tr

tr
tr

tr

tr
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Table I (continued).

N°  RT (min) Compounfmolecular weight) Exterior Cross-section Interior

102 38.91 4-(2-propenyl)-2,6-dimethoxyphenol (194) trtr -

* great number of area counts: +++; medium numbesrea counts: ++; small number of area
counts: +; very low number of area counts: tr; mbedted: -. Data in tables Il and 1l give an
approximate idea of the signification of these sghab

Table Il. Average abundances, j,Aand average relative abundances, Af some
components coming from the smoke, in the headspécthe exterior cheese region,
calculated from data of five (T1, T2, T4, T5, Tédaof six samples respectively, expressed
in area counts of the ion used for the quantifizafi) multiplied by 1¢, and as percentages
respectively, together with their standard deviadjdA, and DAE, .

Compounds I aA DA, Ar, DAr,
2-Furanmethanol (furfuryl alcohol) 98 146 4.9 1.8:1.0
3-Methyl-1,2-cyclopentanedione (cyclotene) 112 6.31.5 09 04
3-Hydroxy-2-methyl-4H-pyran-4-one (maltol) 126 4.0+£1.3 0.6 0.2
Phenol 94 154.0 61.1 169 4.1
2-Methylphenol 108 48.3 £14.3 58 0.5
4-Methylphenol and 3-Methylphenol 107 100.8 +29.6 1.71 2.1
2,6-Dimethylphenol 122 5.7 1.7 0.7 0.1
2-Ethylphenol 107 55 1.3 0.7 0.1
2,4-Dimethylphenol and 2,5-Dimethylphenol 107 32.a¢7.9 40 04
2,3-Dimethylphenol 107 5.7 1.3 0.7 0.1
2,6-Bis(1,1-dimethylethyl)-4-methyl-phenol (BHT) 20 27 1.3 0.3 0.2
2-Methoxyphenol (guaiacol) 109 113.4 +28.2 13.9 5+1.
4-Methyl-2-methoxyphenol (4-methylguaiacol) 138 ¥8+24.9 99 1.6
4-Ethyl-2-methoxyphenol (4-ethylguaiacol) 137 968.5 122 1.4
4-Vinyl-2-methoxyphenol (4-vinylguaiacol) 150 47.321.2 56 14
4-(2-Propenyl)-2-methoxyphenol (eugenol) 164 8.3 2+3 1.1 0.3
4-Methyl-2,6-dimethoxyphenol (4-methylsyringol) 168 139 2.1 22 1.0
4-Propyl-2-methoxyphenol (4-propylguaiacol) 137 13.+4.7 1.7 04
4-(1-Propenyl)-2-methoxyphenol (isoeugenol isomer) 164 16.1 6.2 22 0.8
4-(1-Propenyl)-2-methoxyphenol (isoeugenol) 164 4.31.7 0.6 0.2
2,6-Dimethoxyphenol (syringol) 154 385 9.0 5.8 &2
4-(2-Propenyl)-2,6-dimethoxyphenol 194 1.0 0.3 0.20.1
Naphthalene 128 39 1.3 04 0.1
2-Methylnaphthalene 142 0.8 0.3 0.1 0.0
Acenaphthylene 152 0.6 04 0.1 0.0
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Table Ill. Average abundancesgfand average relative abundances, dirthe acids

in the headspace of the exterior cheese regionyleséd from data of four (T2, T3,
T5, T6) and of six samples respectively, expresseatea counts of the ion used for
the quantification (I) multiplied by I0and as percentages respectively, together with
their standard deviations, QANnd DAE.

Compounds I Aa DA4 Ar, DAr,
Pentanoic acid 60 6.1 4.7 1.4 15
Hexanoic acid 60 91.5 +27.6 37.3 9.8
Octanoic acid 60 94.6 £22.2 304 4.1
Nonanoic acid 60 2.3 #0.9 0.6 0.3
Decanoic acid 60 89.7 £19.3 27.7 5.9
Dodecanoic acid 73 7.6 +2.2 25 14

3. RESULTS AND DISCUSSION

The number of detected compounds was very highe ith@n 330. However table
| gives only those compounds, identified by meahsstandards, found in the
headspace of the exterior and/or interior regidinth® cheese, as well as in a cross-
section which represents the whole cheese sampieseTl have been grouped
according to their nature in acids, alcohols, sst@dehydes, ketones, hydrocarbons,
furan and pyran derivatives, ethers, nitrogen a@énes, phenol, naphthalenol,
diphenol, guaiacol and syringol derivatives, antedd. The detected compounds
showed a broad range of molecular weights and libés.

Acids formed the most important group by concem@mtmaking up nineteen
components, present in both the exterior and initierior region. Most were
saturated linear acids, ranging between two anategg carbon atoms, with an even
or uneven number of carbon atoms, the first in éigtoncentrations than the second;

the origin of these acids can be found in the yogtide hydrolysis, although other
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routes are also possible. The importance of hegaoctanoic and decanoic acids in
the goat cheese flavour has been well known fong time [3]. Only one branched-
chain, 2-ethyl-hexanoic acid, and one unsatura@octadecenoic acid, were
detected. Although 4-methyl- and 4-ethyl-octanaitds have been considered by
different authors as characteristics of goat chdéée 31], these acids were not
detected in any of these artisan Palmero cheesglesstudied.

The number of identified alcohols was low. Linelmoaols were present both in
the exterior and in the interior region and maydyened by different processes from
lactose, aminoacids, or acids [26].

The ester group contained mainly methyl or ethjgrederivatives. Most of these
components come from reactions between acids aoti@s and some of them have
been detected not only in the exterior but alsthéinterior region. One should note
the presence, in the exterior region, of benzoateal as of vanillate esters, these
latter probably derived from the corresponding aeido detected; although
compounds of this nature have not been very oftetected in cheese, they
contribute not only organoleptic [21] but also @nesng properties [29]; it should be
noted that methyl vanillate has been included iimidations to reproduce blue

cheese flavours [24].

A reduced number of aliphatic and aromatic aldebydere also identified at very

low concentrations.
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Ketones were very numerous. Some of these, suth(@setyloxy)-2-propanone,
the cyclic mono- and di-ketones, and the aromagiorkes are well known smoke
components [12]. Most of them were only presenth@ exterior region, except
acetovanillone and cyclotene. The diffusion of ehkedter towards the interior region
could be due to different factors such as: themcentration in the exterior region;
size and shape of the compound; or the ability f tompound to establish

interactions with the components of the cheeseixnatr

In the group of hydrocarbons, aliphatics and araeawere detected. The main
aliphatic hydrocarbon was heptadecane. The origiheopolyaromatic hydrocarbons
could be found in the smoke, although those of haelecular weight have also been
detected in unsmoked cheese [4, 10, 22]. Most efdiétected hydrocarbons were
only found in the exterior region.

The furan and pyran derivatives consisted of twiteint types of components:
those coming from the smoke, covering from 2-fussbhoxaldehyde to maltol and
related, and the group of- and &-lactones coming from the cyclation of
hydroxyacids. All these compounds were only dete@s trace amounts. Of the
components coming from smoke only some, such asa2vinethanol, 2-acetylfuran,
y-crotonolactone and maltol, had diffused towards thterior cheese region.
Levoglucosan or 1,6-anhydfsD-glucopyranose is an anhydrosugar coming from
cellulose thermal degradation and is a main smakeponent [14]. Lactones were
detected mainly in the exterior and ondfoctalactone,d-decalactone and-

dodecalactone were detected in the interior region.
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The ethers identified were alkyl-aryl ethers andbably come from the smoke
being mainly present in the cheese exterior regibnis worth noting that a
significant group of nitrogenated compounds, bdlsiadtrile, quinoline and indol
derivatives, was detected but were not includedlite | because their identification

was not based on standard compounds.

The most numerous group of components was thathehgdic derivatives,
constituted by phenol, diphenol, methoxyphenol i@t@) and dimethoxyphenol
(syringol) derivatives. Although some phenol ddlives have been detected in
certain unsmoked cheeses, most of these pheneliatiees come from the smoke.
The presence of diphenol derivatives, compound$ wiell known antioxidant
ability, was significant, as was that of syringaldasome of its alkyl derivatives. In
spite of the high number of phenolic derivativesedted in the exterior region, only

phenol, guaiacol and 4-methyl-guaiacol reachedritegior region.

Although smoke contained higher proportions of coomms coming from
thermal degradation of wood carbohydrates (aldehyd#etones, anhydrosugars,
acids, furan and pyran derivatives) than from whguin (phenolic derivatives) [13],
in the headspace of all studied cheeses there Wmgher proportions of phenolic
derivatives than of compounds coming from carboatgs pyrolysis. This fact could
be due: to these latter being retained more styonglcheese matrix than the
phenolic derivatives; or to compounds coming frarbohydrate having less affinity

to be retained on the fiber than phenolic derivegtjvor because they react with
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cheese components by reactions similar to Maillarddifying the texture and the
colour of the cheese and disappearing from thesyst

The headspace of the cheese exterior region is nchegr in components than the
headspace interior region. This is because therityajof the smoke components
present in the exterior region do not diffuse taigathe interior of the cheese and
because some important reactions which generatatileolcompounds, such as
esterification and oxidation processes, are prgb&hloured in the exterior region.
Smoke components identified in the interior regéwa cyclotene, acetovanillone, 2-
furanmethanol, acetylfuran;i-crotonolactone, maltol, phenol, guaiacol and 4-
methylguaiacol. Although the contribution of eachake component hat not been
determined since the corresponding threshold valaes unknown, smoke
components are likely to influence cheese flavawdl ¢his should be taken into

account in particular in the preparation of samfbesensory evaluations.

Figures 1 and 2 show the total current ion chrogratms of the headspace
components of the exterior, interior and crossiseaif the samples T3 and T4, these
cheese samples had the highest concentration ikesgmmponents and in acids,
respectively, of all those here studied. It canobserved that in both samples the
smoke components concentration diminished fromettterior towards the interior,

whereas acids concentration was fairly constanbath cheese regions inside the
same sample. So, while in the interior region dhtsamples (Figs. 1c, 2c¢), hexanoic,
octanoic and decanoic acids predominated, in theriex region of sample T3 (Fig.

la) predominated phenolic derivatives, and in ttterer region of sample T4 (Fig.
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2a) predominated acids together with phenolic @éifres, showing a great difference

in composition between both regions inside the seimeese sample.

As has been commented on before, these six cheesples were made by
artisans, for this reason there was a certain biéitipamong the samples. So, T3 was
the cheese sample whose headspace had the highe=stntrations in smoke
components, and the others T1, T2, T4, T5 and A@yed lower concentrations of
these kinds of components. This variability carobserved in table II, which gives
the cheese headspace average abundange®@ather with the standard deviations
(Da) of some smoke components in samples T1, T2, Bdarid T6. In spite of the
different smoking degree undergone by these cheetbes average relative
abundances (Ay of the smoke components of the six samples, ssprk as
percentages in relation to the total abundancesngin table IlI, reveal that these
cheese show a fairly homogeneous aromatic profilenmoke components, mainly
made up of phenol, guaiacol, 4-methyl- and 4-egjudiacol, syringol, methyl-

phenols and vinyl-guaiacol in quite constant prtipos.
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Figure 1.- Total ion current chromatogram of the componehth® headspace of
the exterior (a), cross-section (b) and interiggioas (c) of the T3 cheese sample,
which contains the highest concentrations in snagkeponents. The numbers of the

components agree with those in table I.
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Figure 2.- Total ion current chromatogram of the componentthefheadspace of
the exterior (a), cross-section (b) and interigiioas (c) of T4 cheese sample, which
contains the highest concentrations in acids. Turabers of the components agree

with those in table |I.

Likewise differences have been found between sanpierelation to acid

concentrations. So, in T1 and T4 headspace sartipdesoncentration of acids is
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much higher than in the other samples due to aenfwation of the lipolysis process.
Table Il gives the cheese headspace average atesslgh) of the main acids in
samples T2, T3, T5 and T6. These data indicatetiieat is a great variability in the
abundance of acids in the different cheeses, piplthle to the accentuation of the
lipolysis process in the manufacture of some sasnpte spite of this, the average
relative abundance (4r of significant acids of the six samples, exprdsss
percentages in relation to the total abundancesngin table lll, reveal that these
cheese showed a fairly homogeneous aromatic profilacids, the main being
hexanoic, octanoic and decanoic, in quite congtargortions.

The headspace of Palmero cheeses smoked with ohklyppear shows some
differences in relation with the headspace of Pebmeheeses smoked with pine
needles [15]. In general the average concentrattdnsmoke components in the
headspace of all samples of cheese smoked withreily pear, and their standard
deviations, were lower than in that of cheese smhokih pine needles; this fact
indicates that both the smoking degree reachedrandariability among samples is
lower in the case of dry prickly pear. As the maatfire and smoking process of this
cheese is artisanal both facts mentioned are celati¢h the influence of the
vegetable matter on the performance of the pymwlgtocess for obtaining smoke
with homogeneous composition and concentrationprésiously commented there
are also differences in relation to the presencabsence of components coming
from the smoke. So, the absence of terpene andiisgggne compounds in the
headspace of cheese smoked with dry prickly peaoteworthy, as is the presence

of biphenol derivatives, as well as a more acceatlg@resence of nitrogen and
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syringol derivatives than in the headspace of ahemmaoked with pine leaves.
Differences in the headspace of Palmero cheeseesimokh dry prickly pear and
pine needles can be also found in the proportidrsome phenolic derivatives such
as 2-methylphenol in relation to phenol, 4-methgigool and 4-ethylguaiacol in
relation to guaiacol, and 4-methylsyringol in redat to syringol, due to the
differences in the lignin composition of the vedp¢amatters used for the smoking.
In relation with typical headspace cheese compamanth as acids it can be said that
their number, their average concentrations andr teEindard deviations which
represent the variability among samples, are atsaller in cheeses smoked with dry

prickly pear than in those smoked with pine leaves.

4. CONCLUSIONS.

In conclusion, in the headspace of this cheese bage identified typical cheese
components and typical smoke components. Amondittstegroup of components
only some of them are homogeneously distributatiéndifferent cheese regions, the
exterior region being generally, richer in compdseahan the interior. Most of the
components of the second group are present ontlid@nexterior region, however
some of them have diffused towards the interiorareglt must be pointed out that
although phenolic derivatives are not the main ssno&mponents, nevertheless in
the headspace exterior region these compoundstiresanoke components detected
in the highest proportions. In spite of the diffezes found in the headspace
component concentrations of the exterior regionthef several samples, there is a

certain homogeneity shown by similar proportionsardy of the smoke components
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but also of the main acids. The most significarffedences in the headspace
composition of Palmero cheese smoked with prickdgrpand with pine leaves are
that the first contains a higher number of syringotl nitrogenated derivatives than
the second, and this latter contains terpene dereégabsent in the first. These
differences in composition between Palmero cheeseked with pine leaves and

with dry prickly pear allows one to distinguish Wween both kinds of cheeses.
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ABSTRACT: In this work, the volatile fraction of unsmoked astdoked Herrefio cheese, a
type of soft cheese from the Canary Islands, has blaracterized for the first time. In order
to evaluate if the position in the smokehouse cdoftuence the volatile profile of the
smoked variety, cheeses smoked at two differenghitei were studied. The volatile
components were extracted by Solid Phase Microetddra using a
divinylbenzene/carboxen/polydimethylsiloxane fibetlowed by Gas Chromatography/Mass
Spectrometry.In total, 228 components were detected. The mosbhenous groups of
components in the unsmoked Herrefio cheese wer@dgrthons, followed by terpenes and
sesquiterpenes, whereas acids and ketones werad$teabundant. It is worth noticing the
high number of aldehydes and ketones, and the lawber of alcohols and esters in this
cheese in relation to others, as well as the poesesf some specific unsaturated
hydrocarbons, terpenes, sesquiterpenes and nittegemlerivatives. The smoking process
enriches the volatile profile of Herrefio cheesehviietones and diketones, methyl esters,
aliphatic and aromatic aldehydes, hydrocarbongetess, nitrogenated compounds, and
especially with ethers and phenolic derivatives.ofign these, methyl indanones or certain
terpenes likea-terpinolene, have not been detected previouslyptiver types of smoked
cheese. Lastly, the results obtained suggest htlsligigher smoking degree in the cheeses

smoked at a greater height.

Keywords: smoked and unsmoked Herrefio cheese; headspacememig solid phase

microextraction; gas chromatography-mass spectmymet
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1. INTRODUCTION

Herreflo cheese comes from El Hierro Island, thellsstaof the Canary Islands. El Hierro
Island has been a territory linked to cattle rajsim which herds were mixed, so its
traditional cheese is manufactured with milk froiffedlent animal species. Concretely, the
Herrefio cheese is manufactured with a mixture stquaized milk from goat, cow and sheep
(the three of Canary breed). This type of cheesemes an important position in the Canary
Islands market for smoked soft cheeses; howeevpiiatile fraction, known to be important
in cheese flavour, has never been studied.

In spite of the great number of studies carried theé knowledge about volatile cheese
components has advanced very slowly. It is wellvikmdhat the volatile component profile of
a cheese sample can appear to be different degeadithe technique and methodology used
for its study. Some techniques are only able toaekivolatile components of low molecular
weight, and others are not able to extract compisnafcertain functionality; moreover, there
are significant differences in relation to the rgpdility of the techniques used [1-3]. This
makes difficult to compare the results obtaineddiffierent studies and, consequently, to
compare the volatile composition of different typdscheese accurately. It should also be
mentioned that, among the various techniques usethé study of cheese volatiles, Solid
Phase Microextraction (SPME) coupled to Gas Chrography/Mass Spectrometry
(GC/MS) has been increasingly used since its dewedmt in the ninetiesgdue to the
advantages that this technique offers regardingplgiity and speed of analysis [4, 5].
However, it is worth noticing that the type of #bused can also lead to differences in the
results obtained by SPME, since the different phasdibit different affinity for the various
cheese components, depending on their moleculaghitver polarity, as example [4]. This
technigue has been used by some authors to deteabsolute concentrations of free fatty

acids in ewe cheese [6] and of a more varied gadugomponents in white surface mould
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cheeses [7]. Nevertheless, it is difficult to agki@n exact and reliable quantification when a

high number of volatile compounds, belonging tdedtdnt chemical families, is studied.

In this work, the study of the volatile fraction wismoked and smoked Herrefio cheese has
been carried out by means of SPME followed by GCAdiSthe subsequent study of the
extracted compounds. The purpose of this work is,thee one hand, to characterize the
components of the headspace of unsmoked and smédediio cheese, and, on the other
hand, to know the influence of the smoking proomsshe volatile profile of this type of
cheese. This will contribute to define the aromatifile of this type of cheese and maybe to
find specific markers that could be useful to digtish Herrefio cheese from other cheese

varieties.

Furthermore, the influence of the cheese positionthe smokehouse on the volatile
components of the cheese is also subject of atteitithis study. Finally, this study will add
to knowledge about the volatile fraction of smolkdaeses. This has, to date, been studied

very little.

2. RESULTS AND DISCUSSION

2.1. Characterization of the unsmoked and of theatad Herrefio cheese

Figure 1 shows the total ion chromatograms cormeding to the headspace of the exterior
region of the unsmoked cheese (U) and of those schivkboth positions A and B, indicated
in Figure 2. The numbers of the components agréle those in Tables 1 to 5. This figure
shows that the volatile profiles of the smoked slesgA and B) were very similar, but clearly

different from that of the unsmoked one; this latt@s much poorer in volatile compounds.

The compounds identified in the studied Herreficeshs, grouped in families according to

their chemical nature, together with their averagea counts, divided by 30are given in
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Tables 1 to 5. Asterisked compounds were identifoigd comparison with commercial
standard compounds. It is worth noticing the higimber (228) of components detected,

which show a broad range of molecular weights asidtiities.
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Figure 1. Total ion current chromatogram of the componeritsthe headspace of the

unsmoked cheese (U), and of the cheeses smokeditiops A and B.
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Figure 2. Scheme of the position of the A and B Herreficeshs in the smokehouse.

Although the number of components in the unsmokezkse (120) was much lower than in
the smoked ones (221), in both cheese varietiesntbst numerous group was that of

hydrocarbons.

Furthermore, in the unsmoked cheese, the groupompounds having the highest area
counts are acids and ketones, followed by alcotwadsterpenes and sesquiterpenes; however,
in the smoked cheeses, the groups with the higlreatcounts are by far ethers and phenolic

derivatives, followed by ketones and diketones.

2.1.1. Acids, alcohols, esters and lactones

The compounds found of these groups are shown litleTh Although acids are common
cheese components [8-10], it could be said thatedfier cheese is particularly rich in these
components, since they are very numerous and hdwghanumber of area counts. As it is
usual, those of even number of carbon atoms, espehiexanoic and octanoic, are in much
higher abundance than those of uneven number bbegaatoms [11], both in the unsmoked

and in the smoked cheeses.
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Table 1. Acids, alcohols, esters and lactones detecteddrh#adspace of the exterior region of unsmokeda(id) smoked (A
and B) Herrefio cheeses studied, together with thelecular weight, the base peak of their masstspéBp), their abundance,

expressed as average area counts of their madsaspase peak divided by’ @nd standard deviatiéh.

N° Compounds (molecular weight) Bp U A B
Acids
Linear
1 Acetic acid (60)* 43 18.09+8.32 32.97+7.13 31.60+4.75
2 Butanoic acid (88)* 60 25.99+2%82 14.11+258 15.83+1.22
3 Hexanoic acid (caproic acid) (116)* 60 56.2180. 3593+3.88 41.75+5.38
4 Heptanoic acid (130)* 60 1.24+047 1.77+0.32 1.70 +0.08
5 Octanoic acid (caprilic acid) (144)* 60 432798 35.94+4.43 40.85+4.08
6 Nonanoic acid (158)* 60 1.30+0%4 1.09%0.16 1.03+0.2%
7 Decanoic acid (capric acid) (172)* 60 28.55#8.3 17.31+2.67 21.27 +3.9¥
8 Dodecanoic acid (lauric acid) (200)* 73 0.97@®. 0.55+0.22 0.50 + 0.01
9 Hexadecanoic acid (palmitic acid) (256)* 73 - 900.03 0.16 + 0.08
Branched
10  2-Ethylhexanoic acid (144) 88 052+03.00 0.35+0.0f  0.31+0.04
Aromatic
11 Benzoic acid (122) 105 1094+ 0°12 4.44 +1.12 5.03+1.34
Alcohols
Aliphatic
12 Ethanol (46)* 45 79.86 £0.2% 4352+6.486 4512+1.64
13 3-Methyl-1-butanol (88) (or isomer) 55 2.74 5%. - -
14 1-Pentanol (amilol) (86) 42 1.16 £ 0.00 - -
Aromatic
15 Benzenemethanol (108)* - 6.64+0.76 7.08+1.2%1
Esters
Aliphatic
16  Methyl acetate (74) 43 - 8.48 + 0°26 10.86 +0.78
17 Methyl propenoate (86) 55 - 1.88+G.27 2.91+0.6%
18 Methyl hydroxyacetate (90) 58 - 2.83+0.41 1.95+0.33
19  Methyl-2-butenoate (100) 69 - 3.88 +G.02 3.98 +0.84
20 Ethyl decanoate (200)* 88 0.17+G.01 0.18+0.0% 0.21+0.03
21 1-Methylethyl hexadecanoate (298) 43 - 0.27080. 0.25+0.24
Aromatic
22 Phenyl acetate (136) 94 - 2.99+0.54 3.18+0.786
23 Methyl benzoate (136) 105 0.30+0.02 592+0.62  6.66+0.89
24 Methyl 4-methylbenzoate (150) 119 - 1.49+0.34 1.48+0.1%
Lactones
y-Lactones
25  2(3H)-Dihydrofuranoneybutyrolactone) (86) 42 - 552+0.64 5.13+0.67
26 2(5H)-Furanoney{crotonolactone) (84)* 55 - 13.67 + 103 11.48+1.12
27  5-Methyl-2(5H)furanone (98)* 55 - 3.80 0732 3.74+0.39
28 3-Methyl-2(5H)furanone (98)* 41 - 8.47 £ 0%6 8.45+0.58
29 5-Methyl-5-ethyldihydro-2(3H)-furanone (128) 99 - 2.88+0.42 2.53+0.11
30  y-Dodecalactone (198)* 85 - 0.31+0%2 0.34+0.086
J-Lactones
31 3,6-Dimethyl-2H-pyran-2-one (124) 68 - 2.06.3@ 1.83+0.18
32 3-Hydroxy-2-methyl-4H-pyran-4-one (maltol) (126) 126 - 3.30 £ 0.67 2.60 = 0.46
33 d-Octalactone (148) 99 0.62 + 004 0.67 +0.07 0.83+0.16
34 d-Decalactone (170)* 99 156 +009 1.62+0.13 1.86 +0.06
35 d-Dodecalactone (198)* 99 0.49 + 0°%03 0.50 + 0.09 0.52 +0.02

2Different letters in the same row indicate sigrafit statistical differences (Tukey’s Tgst0.05).
b Asterisked compounds were identified by meansarfdsrd compounds.
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The concentration adcids differs in the unsmoked and in the smoked chef@duss, except
acetic acid, most of them are in higher concemmnatn the former than in the latter; this
indicates that the smoking process enriches thesehkeeadspace in acetic acid, a well known

smoke component, while causing a decrease in niitisé oest.

Concerningalcohols it must be pointed out that Herrefio cheese ig jpodhis type of
components, above all the smoked one. Thus, amumndhtee primary aliphatic alcohols
detected in the unsmoked cheese, only ethanoldsept in the smoked cheeses, and in
significantly lower abundance than in the formerdencing the influence of the smoking
process on the occurrence of alcohols in this ehe@a the other hand, it should be noticed
the presence in the smoked cheeses of benzenemlethawell known smoke component

[12].

It is also noteworthy that the headspace of unschdkerrefio cheese is almost free of
esters except for a few lactones, which are cyclic estdris contrasts with that observed in
the smoked cheeses, where esters are quite numdroesesters detected in the smoked
Herrefio cheese are mainly methyl esters, abowaiphlatic but also aromatic, being methyl

acetate and methyl benzoate the most abundantwvatith group, respectively.

The presence of these compounds almost exclusivelye smoked cheeses indicates that
their origin is in the smoking process, either asmponents coming from the smoke [13, 14]
or as components resulting from reactions thatte&e place during this process between

alcohols and acids present in cheese.

This latter hypothesis would be in agreement wihid fower number and concentrations of
alcohols, and also with the decrease in the coratgarts of most acids in the headspace of

the smoked cheeses in relation to the unsmokedAmnan example, it can be seen in Table 1
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that, in the smoked cheeses, the increase in tieeotration of methylbenzoate is in line with

the decrease in benzoic acid.

Lactones as commented above, are cyclic esters resultomg hydroxy acids and they can
be divided into furanones and pyranones. Furandpésctones) are only present in the
smoked cheeses; however, among the pyrandnktpnes), 3,6-dimethyl-2H-pyran-2-one
and maltol are also smoke components, wher@astalactone,d-decalactone and-
dodecalactone are present both in the smoked arntieinunsmoked cheeses in similar
concentrations. This seems to be in agreementpsifious results since, in smoked Palmero
cheese [12,15], thedatter lactones were detected both in the exterior antheniriterior of

the cheeses in similar concentrations, pointingrother origin than smoke.

2.1.2. Aldehydes, ketones and diketones

Aldehydes constitute a very important group of comgnts in both unsmoked and smoked
Herrefio cheese (see Table 2). Some of these aldelaye well known smoke components
[13] and, consequently, either they are only preserthe smoked cheeses or are in these
latter in higher proportions. Others, however, hgeaerally similar concentrations in both
cheese varieties. In short, as a consequence adntloking process, the Herrefio cheese is

enriched greatly with aldehydes coming from the lseno
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Table 2. Aldehydes, ketones and diketones detected inebddpace of the exterior region of unsmoked (U)sanoked (A

and B) Herrefio cheeses studied, together with tmeilecular weight, the base peak of their masstspd&Bp), their

abundance, expressed as average area countsrahttes spectra base peak divided by died standard deviatioh.

N° Compounds (molecular weight} Bp U A B
Aldehydes
Aliphatic saturated
36 Pentanal (86) 44 0.69+0.07 0.48+0.04 0.54 +£0.13
37 Hexanal (100)* 56 2.33+0.18 1.08+0.14 1.09+0.18
38 Heptanal (114) 70 0.17+0.01 0.26+0.08 0.24 +£0.03
39 Nonanal (142)* 57 251+025 250+0.29 3.18+0.19
40 Decanal (156) 43 0.33+£0.04 - -
41 Dodecanal (miristaldehyde) (184) 57 0.29 +9.010.28 + 0.0% 0.28 +0.03
42 Tridecanal (268) 57 - 0.10+0.01 0.14 +0.08
43 Tetradecanal (212) 57 0.22 +G.01 0.24 +0.04 0.24 +0.08
Aliphatic unsaturated
44 2-Butenal (crotonaldehyde) (70) 70 0.41+0.0457.18 +1.83 64.60 + 16.91
45 2-Methyl-2-butenal (or isomer) (84) 84 - 1.80.27 1.81+0.29
46 2-Pentenal (84) 55 056+0.00 3.95+0.22  453+1.18
a7 2-Nonenal (140) 41 0.20+£0.02 - -
Aromatic
48  Benzaldehyde (106)* 105  2.04+(73029.33+3.31 33.04+5.13
49  Benzeneacetaldehyde (phenylacetaldehyde) (120)* 91 1.13+0.03 2.71+054  3.07+0.39
50 2-Hydroxy-benzaldehyde (salicylaldehyde) (122) 221 - 9.11+1.63 10.75+2.00
51 Methylbenzaldehyde (120) 119 - 9.28+ 142 1053+1.72
52 Methylbenzaldehyde (120) 119 - 3.77+06.76 4.12+0.43
53 3-Hydroxy-4-methylbenzaldehyde (136) 136 - 3464 3.41+0.58
54 4-Hydroxy-3-methoxybenzaldehyde (vanillin) (152) 152 - 0.92 +0.09 0.82+0.21
Ketones and diketones
Ketones
Aliphatic
55 2-Propanone (58)* 43 27.89 + ($3822.92 +6.68 25.49 +4.73
56 2-Butanone (72)* 43 7.28+1%9 4.05 +0.64 491+134
57  2-Pentanone (86)* 43 3.09 + (07 6.29+0.52  6.93+1.43
58  4-Methyl-3-pentanone (100) 57 0.42+6.022.08+0.186  2.40+0.68
59 3-Penten-2-ona (84) 69 - 8.97+0.90 8.86+1.42
60  2-Heptanone (114)* 43  595+0°%34 9.38+0.16  9.33+1.35
61 3,3-Dimethyl-2-butanone (100) 57 0.30+06.0222.48 +1.30  23.14 +3.9%
62 2-Nonanone (142)* 58 3.37+0%05 7.76+0.6% 7.77 +1.37
63 2-Undecanone (170) 58 0.33+0.030.46+0.08  0.50+0.08
Oxygenated aliphatic
64 1-Hydroxy-2-propanone (74) 43 2.94+(0.2851.81+7.28 4859+239
65 3-Hydroxy-2-butanone (acetoin) (88)* 45  48.84818 39.80+16.25 32.64+0.22
66 1-(Acetyloxy)-2-propanone (116)* 43 0.83 +0.0559.52+1.38 59.15+9.49
Cyclic
67  Cyclopentanone (84)* 55 0.97+0.02 4.96+084 6.57+1.08
68  Cyclohexanone (98)* 55 0.28 +0°00 3.69+0.57  4.66+0.67
69  2-Methylcyclopentanone (98) 69 0.14+6.001.58+0.09 1.47+0.28
70 3-Methyl-2-cyclopenten-1-one (96)* 96 1.98 +10.0 43.49+7.12 47.70 +6.44
71 2-Cyclohexen-1-one (96) 68 - 490+0.82 531+1.29
72 Dimethylcyclopent-2-en-1-one (110) 67 0.54+#0.0 6.84+1.28 8.12+0.98
73 Dimethylcyclopent-2-en-1-one (110) 95 - 757D 6.78 £ 0.53
74 2-Methyl-2-cyclopenten-1-one (96)* 96 0.72+8B.0 3.43+020 3.37+0.58
75 Dimethylcyclopent-2-en-1-one (110) 95 0.45#0.0 11.94+1.28 14.64+2.71
76 3-Methyl-2-cyclohexen-1-one (110) 82 - 3.854%. 4.33+0.67
77 Trimethyl-2-cyclopenten-1-one (124) 109 - 0.8@.86 9.36 + 1.01
78 Dimethylcyclopent-2-en-1-one (110) 67 1.22 430.0 40.61+3.48 41.45+7.2Y
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Table 2 (continued)

79 Trimethyl-2-cyclopenten-1-one (124) 109 0.47+0.0f 1575+1.4B 16.69 +2.68
Aromatic
80 1-(Methylphenyl)-ethanone (134) (or isomer) 119 - 458+046 4.23+0.63
81 2,3-Dihydro-1H-inden-1-one (indanone) (132) 132 - 6.91+1.28 5.34+0.96
82 3-Methyl-1-indanone (146) 131 - 2.33+(0.27 1.77+0.28
83 7-Methyl-1-indanone (146) 117 - 1.28 +0.16 0.98 +0.16
84 4-Methyl-1-indanone (146) 117 - 0.62+(G.12 0.50+0.12
85 1-(2,6-Dihydroxy-4-methoxyphenyl)-ethanone 167 - 1.69+033 1.17+0.2%
(acetovanillona) (182)*
Diketones
Linear
86 2,3-Butanedione (diacetyl) (86)* 43 7.70+4.196.19+0.785 7.91+0.94
87 2,3-Pentanedione (100) 43 - 453 +0.27 5.13+1.04
88 2,5-Hexanedione (114)* 43 - 6.16 + G.36 6.32+1.36
Cyclic
89 Cyclopent-2-en-1,4-dione (96) 96 - 20.43 +3.1423.86 + 3.27
90 3-Methyl-1,2-cyclopentanedione (cyclotene) (¥12) 112 - 17.12 +3.42 12.98 +2.36
91 4-Ethyl-cyclopentan-1,2-dione (126) 97 - 9.185F7 9.26 +1.64

2Different letters in the same row indicate sigrafit statistical differences (Tukey’s Tgst0.05).
b Asterisked compounds were identified by meansarfard compounds

It can be observed in Table 2 that, among the aliptsaturated aldehydes, which are the most
numerous and abundant in the unsmoked cheese, al@mahhexanal are those with the highest

area counts numbers.

On the other hand, aliphatic unsaturated aldehyates those aromatic ones are the most
abundant in the smoked cheeses, being the aredscotirbenzaldehyde and, above all, of
crotonaldehyde (2-butenal), the highest. Two aramatehydes have also been found in the
unsmoked cheese, although in significantly lowencemtration than in the smoked variety,

being benzaldehyde the most abundant.

The group ofketonesis very numerous and, as it can be obsemeéebable 2, it is one of the
majority group of volatiles in area counts, bothtlve smoked and in the unsmoked cheeses,

being acetoin, a common cheese component [16ntw abundant in the unsmoked one.

Within the wide group of ketones, most of the aifptrand cyclic ones are present both in the

unsmoked and in the smoked cheeses; among these, dhe several methylketones such
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as 2-pentanone, 2-heptanone, 2-nonanone and 2amadex; which are well known cheese

components [17].

With smoking, the presence of ketones is increasediderably. Thus, as can be observed
in the smoked variety, the smoking process not amdyeases the concentration of aliphatic
and cyclic ketones in relation to the unsmoked sbgebut also provides the Herrefio cheese
with several aromatic ketones; these are typicalkentomponents [13] and are absent in the
unsmoked variety. Among all these, the highest dances correspond to 3-methyl-2-

cyclopenten-1-one, dimethyl- and some trimethyll@gentenones.

Within the group ofdiketones only diacetyl (2,3-butanedione), which is a comntbeese
component [16,17], has been detected in the unsinake in the smoked cheeses in similar
concentration. The rest of diketones are only mtege the smoked cheeses, being those

cyclic more abundant than the linear ones.

2.1.3. Hydrocarbons, terpenes and sesquiterpenes

The headspace of the Herrefio cheese contains aiggrynumber ohydrocarbons, both
aliphatic andaromatic, as Table 3 shows. Among the aliphatic hydrocasbamost of them
are in quite similar abundances in the unsmokedimnide smoked cheeses, even though 4-

methyl-2-pentene is only present in the smokedetgrivith a high number of area counts.

Table 3. Hydrocarbons, terpenes and sesquiterpenes detactdie headspace of the exterior region of
unsmoked (U) and smoked (A and B) Herrefio chedseléed, together with their molecular weight, thesé
peak of their mass spectra (Bp), their abundanqgaressed as average area counts of their masgasbecse
peak divided by 19and standard deviatioh.

N° Compounds (molecular weight) Bp U A B
Hydrocarbons

Aliphatic
92  4-Methyl-2-pentene (84) 69 - 8.97+(G.90 8.86+1.42
93 2-Heptene (98) 57 1.93+0%34 2.02+0.34 2.59+0.34
94  Nonane (128)* 43  0.40+0D2 0.59+0.08 0.79+0.07
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95
96
97
98
99
100
101
102
103
104
105
106
107

108
109
110
111
112
113

114
115
116
117
118
119
120
121

Table 3 (continued)
cis-3,7-Dimethyl-2-octene (140) (or isomer)
Branched hydrocarbon
Linear hydrocarbon
Linear hydrocarbon
Linear hydrocarbon
Undecane (156)
Branched hydrocarbon
Dodecane (170)*
Tridecane (184)
Tetradecane (198)*
Pentadecane (212)*
Hexadecane (226)*

3,7,11,15-Tetramethyl-2-hexadecene (phyterg&9)(2

Monoaromatic

Benzene (78)

Toluene (92)*
Dimethylbenzene (106)
Dimethylbenzene (106)
Styrene (104)*
Methyl-methylethyl-benzene (isomer) (134)
Polyaromatic

1H-Indene (116)
1-Methyl-1H-indene (130)
2-Methyl-1H-indene (130)
Azulene (128)

Naphtalene (128)*
Decahydro-naphthalene (138)
2-Methylnaphthalene (142)*
1-Methylnaphthalene (142)*

122
123
124

1,1"-Biphenyl (154)
Dimethylnaphthalene (156)
Dimethylnaphthalene (156)
125 Dimethylnaphthalene (156)
126 Acenaphthylene (152)*

Terpenes

127
128
129
130
131
132
133
134
135
136
137
138
139
140
141
142

&-3-Carene (136)
a-Thujene (136)
a-Pinene (136)*
Camphene (136)*
B-Terpinene (136)*
B-Pinene (136)*
Camphane (138)
a-Phellandrene (136)*
Menth-1-ene (138)
trans-Carane (138) atrans-p-Menth-1-ene (138)
a-Limonene (136)*
a-Fenchene (136)
Alloocimene (136)
a-Terpinolene (136)
a-Terpinene (136)*
[Camphor (152)%

Sesquiterpenes

143
144
145
146

a-Copaene (or isomer) (204)
Cyperene (or isomer) (204)
a-Gurjunene (or isomer) (204)
Junipene (or isomer) (204)

70 1.42+012 1.14+0.26 1.16 + 0.26
57 11.57+3.82452+3.7%5 12.07 +2.59
57 1.38+0°29 2.95+0.18 2.56+0.08
57 2.70+0°15 3.87+0.34 3.34+0.3%
57 0.80+0°11 1.01+0.1%f 1.20+0.20

43 0.43+0.08 0.68+0.02 0.76+0.17

57 0.47+06.070.68+0.08 0.72+0.09
57 0.52+0%07 0.72+0.08 0.76+0.1%

43 0.28+0.01 052+0.02 0.54+0.08

57 2.88+F02 1.25+0.16  1.34+0.08
57 0.32+6'07 0.26+0.0f 0.36+0.0%
57 0.20+C001 0.23+0.03 0.25+0.04

70 0.23+0.00 0.20+0.12 0.21+0.07

78 050+0.05 6.79+1.683 8.72+0.87

91 12.52+2.03 19.75+3.62 20.45+4.6%

91 0.95+0.16 4.03+0.68 4.33+0.37
91 2.89+0.07 8.23+1.37 10.78+2.09
104 1.75+0.1%8 13.22+3.6%7 12.25+2.08
119.272+ 0.03 2.20+0.36  2.60+0.08
130 0.35+0°08 9.13+1.60 11.42+0.63
130 - 2.74+ 069 2.80+0.41
130 - 1.60+0.20 1.80+0.11

128 0.09+0.05 2.49+0.68 2.47+0.24

128 1.84+(0°56 37.49+7.91 36.87+2.67

138 - 1.06 +0.190.86 + 0.1%
142 0.17+0.06 3.09+0.1¥ 3.00+0.28
142 0.10+0.06 257+0.48 2.09+0.18
154 - 1.07 + 015 0.88 +0.06
156 - 0.33+6.05 0.28 +0.03
156 - 0.40 +8.05 0.29 + 0.01
156 - 0.13+6.02 0.10 +0.01
152 - 0.99 + #.08 0.73 +0.06

93 1.23+0.13 0.89+026 0.86+0.09

93 0.73+0.07 069+0.18 0.70+0.14

93 3491+179 2568+549 24.71+258
93 1.65+(°00 1.20+0.206 1.09+0.2%

93 051+008 059+0.08 0.70+0.05

93 2.39+0.06 4.86+0.68 4.79+0.64

95 29.33+(1.7118.94+3.08 20.81+1.28

93 3.78+0.1%2 2.00+026 2.41+0.18
138 0.17+C00 0.98+0.28 0.89+0.08
95  0.41+0.01 - -

68 2.68+0.12 578+058 6.71+1.63

93 0.12+0.02 0.73+0.17 0.76 +0.08
121 - 0.87+0%38 1.10+0.17

136 - 1.73+0.24 1.70+0.41

136 - 0.26+0.04 0.15+0.02

152 - 0.32+0.05 0.46+0.11

161 0.44+0.01 0.32+0.02 0.39+0.0%

204 0.21+0.000.28 +0.0%* 0.32+0.06

161 0.06+0.00 0.11+0.00 0.13+0.08

161 0.09+9.010.11+0.02 0.11+0.04
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Table 3 (continued)

147 trans-Caryophyllene (204)* 93 1.08+0.02 1.06+0.08 1.06 + 0.37
148 Alloaromadendrene (or isomer) (204) 161 0.0706 0.12+0.0% 0.14+0.08
149 o-Humulene (or isomer) (204) 93 0.21+0.00 0.21+0.01 0.22 £ 0.00
150 Widdrene (or isomer) (204) 119 0.16 +6.05 0.17 +0.02 0.20 +0.01
151 Calarene (or isomer) (204) 161 0.09+£9.020.13 +0.02 0.15+0.03
152 B-Cadinene (or isomer) (204) 204 0.05+0.00 0.04+0.00 0.05 + 0.01
153 Valencene (or isomer) (204) 161 0.07 +©.000.08 + 0.01 0.09 +0.02

2 Different letters in the same row indicate sigrdfit statistical differences (Tukey’s Tg®t0.05).
P Asterisked compounds were identified by meangasfdard compounds.
° This terpene is not an hydrocarbon.

Regarding the aromatic hydrocarbons, their highmnlmer and concentration in the smoked
variety indicate that most of these come from thmoldng process. Thus, although all the
monoaromatic and some of the polyaromatic hydramahbhave also been detected in the
unsmoked cheese, they are, in general, in signifigdower concentrations than in the

smoked ones.

It is worth noticing the high abundance of toluenghe unsmoked cheese; this could be
related to environmental contamination, as sombaasthave suggested [18], or even to the
metabolism off-carotene in milk [19]. The ingestion of contametatfeed by the animals

producers of the milk could also explain the preseaf polyaromatic hydrocarbons in the

unsmoked cheese [20].

The group ofterpenes and sesquiterpenesalso shown in Table 3, is, together with
hydrocarbons, one of the most numerous in the ukethélerreiio cheese. Moreover, the
great number of terpenes and sesquiterpenes piagéetheadspace of Herrefio cheese, both
unsmoked and smoked, could be considered a disgncharacteristic of this cheese. Many
of these compounds are present in similar condsmran the unsmoked and in the smoked
cheeses, being-pinene and camphane those with the highest abaadam both varieties.

As it is known, these compounds are secondary rokted of plants, especially of aromatic
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plants, and their presence in both unsmoked andkesindierrefio cheese indicates that
probably they were present in the milk used foresleeelaboration, and their origin could be

associated with the feed of the folk.

However, as Table 3 shows, the smoking processhals@ noticeable influence on the amount
of terpenes in Herrefio cheese. It not only enridigsificantly its volatile profile in certain
terpenes such g&pinene ora-limonene, but also provides this cheese with nenpenes, not
detected in the unsmoked variety, such as alloawgne-terpinolene,a-terpinene and3-

camphor.

2.1.4. Nitrogenated derivatives

Another standing feature of the volatile compositod Herrefio cheese is its content in nitrogen
derivatives, shown in Table 4. They include nitrded, above all, pyridine and pyrazine
derivatives. Some of these components are presetiiel unsmoked cheese, but both their
number and their concentration increase considgraith the smoking process, especially those

of pyridine derivatives.

Table 4. Nitrogenated derivatives detected in the headsphttee exterior region of unsmoked (U) and smoled
and B) Herrefio cheeses studied, together with thelecular weight, the base peak of their masstep€Bp), their

abundance, expressed as average area countsrahttes spectra base peak divided by died standard deviation.

a

N°  Compounds (molecular weight Bp® U A B

Nitrogenated derivatives
Nitrile derivatives

154  Benzonitrile (103) 103  1.66+0%25 53.89+5.98 63.61+9.01
155  3-Methylbenzonitrile (117) 117  0.04+(°02 1.50 +0.28 1.73+0.28
156  Benzeneacetonitrile (117) 117 - 240+0.38 2.34+0.64
157  Benzenepropanenitrile (131) 91 - 2.14+9.38 1.76 £ 0.25
Pyridine and pyrazine derivatives and others
158  Pyrazine (80) 80 0.60 + 004 6.79 +0.58 7.92+15%
159  Pyridine (79)* 79 2.16+0.66 29.84+0.43 34.88+5.80
160  4-Methyl-pyridine (93) 93 0.71+020 11.39+1.5%4 1361+1.78
161  Methyl pyrazine (94) 94 0.73+0%03 12.97+1.02 15.13+3.00
162  2-Methyl-pyridine (93) 93 0.61+005 19.92+250 2255+3.31
163  2,6-Dimethylpyridine (107)* 107 - 2.15+0%36 2.08+0.31

156



Manuscrito 3

164 Table 4(continued) 106 0.19+0.0f 4.40+1.00  5.64+0.98
2-Ethylpyridine (107)*
165  2,4-Dimethylpyridine (107)* 107 - 6.12+1%06 7.76+1.27
166  3,4-Dimethylpyridine (107) 107 - 249+ (0736 2.70+0.32
167  3-Ethylpyridine (107) 92 - 249 +0%45 2.88+0.42
168  3-Methoxypyridine (109)* 109 - 15.14 + 0%4 15.81 + 2.07
169  2-Ethyl-6-methylpyridine (121) 120 - 1.86+03 1.86+0.22
170  5-Ethyl-2-methylpyridine (121)* 120 - 2.02 2& 2.42 +0.48
171  2-Methoxy-3-methylpyrazine (124) 124 - 7.05.53 6.58 + 1.25
172 B-Nicotyrine (158) 158 0.53+0.1% 0.61+0.12 0.60 + 0.01

2 Different letters in the same row indicate sigrfit statistical differences (Tukey's Tgst0.05).
b Asterisked compounds were identified by meandafdard compounds

Within this group of nitrogenated derivatives, takaloid 3-nicotyrine is the only one
whose abundance is almost the same in the smokkuh éine unsmoked cheeses, so its origin
would be probably different from smoke. This compouwhose presence in cheese has only
been reported in Idiazabal [11], has been descrd®dne of the alkaloids present in

Nicotiana paniculatd21], a potential invading species that growsh@ Canary Islands.

2.1.5. Phenol derivatives and ethers

Phenolic derivatives shown in Table 5, are typical smoke componeri3s 1#] and, in fact,
they are absent in the unsmoked Herrefio cheesg. adoaunt for a high proportion of the
total of volatile components in smoked Herrefio skedoth in number and in area counts.
They are constituted by phenol and its derivativdsich are the most numerous, methoxy-
and dimethoxy-phenol derivatives, being the mosindant guaiacol (2-methoxyphenol),
phenol and their derivatives.

Table 5. Phenol derivatives and ethers detected in thedpeae of the exterior region of unsmoked (U) and
smoked (A and B) Herrefio cheeses studied, togettibrtheir molecular weight, the base peak of theass

spectra (Bp), their abundance, expressed as avaragecounts of their mass spectra base peak dibigd G,
and standard deviatioh.

N°  Compounds (molecular weight) Bp U A B
Phenol derivatives
Phenol
173  Phenol (94)* 94 - 173.11 +18%44 149.26 + 21.62
174  2-Methylphenol (108) 107 - 46.52 + 7.71 39.09 +6.76
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Table 5 (continued)
3-Methylphenol (108)* +

175 4-Methylphenol (108)* 107 - 79.36 +15.02 64.64 +10.73
176  2,6-Dimethylphenol (122)* 122 - 13.47+1.23 12.22+1.99
177  2-Ethylphenol (122)* + 107 - 6.32 + 0.90 5.37+0.79
2-Propylphenol (136)*
178  2,4-Dimethylphenol (122)* 122 - 12.32+2.13 10.00+2.05
179  2,5-Dimethylphenol (122)* 122 - 11.95+1.78 0.88 +1.84
180 Dimethylphenol (122) 122 - 6.51+1.17 5.53 +0.60
181  Dimethylphenol (122) 122 - 12.64+2.3%  13.09 +2.51
182  Dimethylphenol (122) 122 - 3.73+059  2.98 +0.55
183  2-(1-Methylethyl)-phenol (136) 121 - 2.28+0.13 1.97 +0.45
184  2,4,6-Trimethylphenol (136)* 121 - 1.73+0.19 1.44 +0.27
185  2,3,5-Trimethylphenol (136)* 121 - 1.80 £0.19  1.49 +0.24
186  Diethylphenol (150) 135 - 1.93 £0.23  1.73 £0.17
187  3,4,5-Trimethylphenol (136)* 121 - 1.41 +0.22 1.25 +0.28
188  2,6-Bis(1,1-dimethylethyl)-4-methylphenol (BHPR0)* 205 - 0.29 +0.03 0.25 + 0.00
189  2,4,5-Trisecbuthylphenol (262) 203 - 0.32 +£0.02 0.34 +0.06
Methoxyphenol derivatives
190 2-Methoxyphenol (guaiacol) (124)* 109 - 250.50 +24.70 231.94 +33.36
191  2-Methoxy-4-methylphenol (4-methylguaiacol) §1'3 123 - 107.65+8.76 88.25+ 13.92
192  4-Ethyl- 2-methoxyphenol (4-ethylguaiacol) (¥52 137 - 70.36+9.01 55.65+8.93
193  4-Vinyl-2-methoxyphenol (4-vinylguaiacol) (150) 135 - 1153 +0.95 9.76+2.10
194  4-(2-Propenyl)-2-methoxyphenol (eugenol) (164)* 164 - 4.00 +0.62 3.25+0.66
195 2-Methoxy-4-propylphenol (4-propylguayacol) )6 137 - 5.86 +0.67 4.66 +0.79
196 4-(1-Propenyl)-2-methoxyphenol (isoeugenol ispnil64)* 164 - 1.50 +0.25 1.16 +0.36
197  4-(1-Propenyl)-2-methoxyphenol (isoeugenol ispniil64)* 164 - 3.06+0.42 2.15+0.26
Dimethoxyphenol derivatives
198 Dimethoxyphenol (154) (isomer) 154 - 0.54 +0.01 0.52 +0.07
199 2,6-Dimethoxyphenol (syringol) (154)* 154 - 11.18 +0.22 11.31 +1.93
Ethers
Alkyl-aryl ethers
200 Methoxybenzene (108) 108 - 3.41+0.38 3.91+0.49
201  4-Methyl-1-methoxybenzene (122) 122 - 7.01+2.08 8.82 +1.37
202 Ethoxy-benzene (122) 94 - 3.01+0.76 3.49+0.60
203  1,1-Dimethylethoxybenzene (150) 94 - 1.10680. 0.96+0.12
204  1,2-Dimethoxybenzene (veratrol) (138)* 123 - 5.39+0.67 5.42 +1.26
205 1,4-Dimethoxybenzene (138)* 123 - 12.69+0.73 11.81+0.96
206  Dimethoxytoluene (152) (isomer) 159.13+0.08 12.71+2.14 11.49+2.5%
207  3,4-Dimethoxytoluene (152) (or isomer) 150.01 +0.006 3.01+0.34 2.62+0.27
208 5-Methyl-1,2,3-trimethoxybenzene (182) 182 - 1.14 + 0.04 0.85+0.17
209 Trimethoxybenzene (168) (isomer) 168 - 3.39+0.39 2.94 +0.05
Furan derivatives
Benzofuran derivatives
210 Benzofuran (118) 118 1.52+0.09 30.72+4.44 36.01+5.78
211  Methyl-benzofuran (132) (isomer) 13D.12+0.06 3.10+0.68 3.47 +0.50
212  Methyl-benzofuran (132) (isomer) 13D0.35+0.14 8.51+2.04 9.42 +1.08
213  Methyl-benzofuran (132) (isomer) 130.45+0.17 10.81+2.11 11.34 +1.88
214  Dimethyl-benzofuran (146) (isomer) 146.09 + 0.08 2.18+0.24 2.52+0.26
215 Dimethyl-benzofuran (146) (isomer) 146.16 + 0.08 3.83+0.95 3.81+0.17
216  Methoxy-benzofuran (148) 148 - 1.25 + 0.08 1.06 + 0.09
Others
217  2-Methylfuran (82) 82 - 3.06+0.15  6.36+1.38
218  3-Furaldehyde (96) 95 - 3.35+0.70  3.71+0.88
219 2-Furancarboxaldehyde (98)* 96 - 698.19 + 105.95725.90 + 148.68
220 2-Furanmethanol (98)* 98 0.50 + (1647.23 +5.12 43.03+7.18
221  1-2-(Furanyl)-ethanone (2-acetylfuran) (110)* 5 92.60+0.09 81.61+870 90.94+12.9%

222  5-Methyl-2-furancarboxaldehyde (110)* 110.96 + 0.10 153.68 + 20.11 144.53 + 35.58
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Table 5 (continued)

223 Methyl furancarboxylate (126) 95 - 38.37+351 41.74+758
224  1-(2-Furanyl)-1-propanone (124) 95 - 11.41500. 11.86+1.92
225  2-Butyltetrahydrofuran (128) 71 - 31.85 + 2.2530.46 + 4.81
226  2-(2-Propenyl)-furan (108) 79 - 3.40+0G.49 3.77+0.83
227  5-Hydroxymethyl-2-furancarboxaldehyde (126)* 97 - 9.10+0.65 9.96+2.26
228  2-(2-Furanylmethyl)-5-methylfuran (162) 162 - 0.92+0.16 0.91+0.0%

2 Different letters in the same row indicate sigfit statistical differences (Tukey's Tgst0.05).
b Asterisked compounds were identified by meandasfdard compounds.

Ethers, also shown in Table 5, are well known smoke camepts [14], although a few of
them are also present in the unsmoked cheese, alm hower concentrations than in the

smoked ones; among these, 2-acetylfuran can beanedtdue to its abundance.

This group includes alkyl-aryl ethers and furanidives, being these latter the most
abundant in the smoked cheese. It is worth noticthg high abundance of 2-
furancarboxaldehyde, which is the compound withhiglest abundance, not only within this
group of compounds, but also among all the volatdenpounds detected in the smoked

Herrefio cheese.
2.2. Comparison of the unsmoked Herrefio cheese witer types of goat cheeses

It is not easy to compare the volatile profile dfetent types of cheese when the technique
used for the determination of such components igh@osame. Besides, both the treatment of
the milk or the cheese ripening degree influenca gpeat extent the volatile profile of each
cheese. Despite this, some similarities have beend between the unsmoked Herrefio

cheese, produced mainly from goat milk, and otjxees of goat cheeses.

Some of the main components of the unsmoked Herrhéese have also been found to be
important in the volatile fraction of other goateelses; this is the case afids which
constitute the main chemical family in some of th@®, 23]. Concretely, hexanoic acid, the

most abundant in this Herrefio cheese (see Tableak),also the predominant acid in other
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types of goat cheese such as the Spanish Iborggh22rurkish Gokceada cheese [23] or the
Maltese goat cheese [24]. Moreover, acetic andnoitaacids, also quite abundant in the
unsmoked Herrefio cheese, were present at high minatens in lbores [22] and in
Gokceada goat cheeses [23], being acetic acid ds¢ abbundant in Xinotyri [25] and Teleme

goat cheeses [26].

On the other handketones which constitute another important group of vildatompounds
in the unsmoked Herrefio cheese, are among the maajatiie components detected in
Teleme goat cheese [26]. Among these, some me#tphks such as 2-heptanone and 2-
nonanone are present in different types of goaes#tg27-29]. It has also been found that
acetoin, the most abundant ketone in the unsmolegrteRo cheese, was also among the most
abundant in other goat cheeses [23, 30, 31]. Anywahould be noticed that the number of

ketones detected in this Herrefio cheese is hijaerin other goat cheeses.

As commented above, one outstanding charactemétithis Herrefio cheese is the low
number ofalcohols which contrasts with the high abundance of altolivo other goat milk
cheeses [22, 25, 32]. According to the observatioh®8ontinis et al. (2012) [25], this
difference could be due to the use of pasteurizitklfor Herrefio cheese production; in fact,
in Teleme goat cheese [26] made also with pastdinzilk, alcohols were very scarce too.
However, it is worth noticing that, irrespectivetbé alcohols abundance, both in raw and in
pasteurized goat cheeses, ethanol is one of thé abasdant [23, 25, 26], and this is also
observed in Herrefio cheese (see Table 1). The otleerliphatic alcohols present in the
unsmoked Herrefio cheese, 3-methyl-1-butanol anehiapol, have also been found in other

types of goat cheeses, above all the first oneqd2331].

Esters also constitute another peculiar feature of unsdokerrefio cheese since, in

contrast with other goat cheeses [22, 23, 25], #reypractically absent in Herrefio cheese.
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Although differentaldehydeshave been found in the headspace of other typaasrhoked
goat cheese [23, 32], it could be said that thenaked Herrefio cheese is richer in aldehydes
than other goat cheeses.

Something similar could be said bydrocarbons since, whereas in Herrefio cheese this
group of components is the most numerous (see ptely a few hydrocarbons have been
detected in other goat cheeses [25, 33]. It is lwoxticing that none of the unsaturated
hydrocarbons detected in Herrefio cheese has baed fio other types of goat cheese, except
for phytene; the presence of this latter has beparted among the volatiles of other cheeses

[11].

Although aromatic hydrocarbons come mainly from kejosome of those detected in
Herrefio cheese like toluene, styrene and othettakyene hydrocarbons (see Table 3) have

also been detected in other unsmoked types ofdpesise [22, 23, 38].

As commented above, another characteristic of thatile profile of the unsmoked Herrefio
cheese is the high number tefpenes and sesquiterpenesee Table 3). Among these;
pinene has been found in other goat cheeses [@8]thee same can be said of limonene [22-
24]. However, it must be noticed that the preseniceo a high number of terpenes and
sesquiterpenes as in this Herreilo cheese had eot deported previously either in goat
cheeses [22, 24, 29] or in other types of cheeBd 1], even though this type of components

were also very numerous in La Serena cheese [34].

Concerningnitrogenated derivatives it should be noticed that some of these compsnent
have been found in certain types of cheese, butim@goat cheeses; this is the case of
benzonitrile [1] and of pyrazine and pyridine [3Binally, it only remains to add that some of
thelactonesandfuran derivatives here detectetiave also been found in other types of goat

cheese [25, 26, 36].
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2.3. Comparison of the smoked Herrefio cheese witlheo smoked cheeses

The first issue to be taken into account when gyia compare the volatile profile of
smoked Herrefio cheese with other smoked cheedbe iscarce studies published on the
volatile fraction of smoked cheeses in general gadjcularly, of smoked cheeses made with
goat milk. In fact, as far as we know, the onlyestific works published about this latter type
of cheese are those dealing with another type oh§acheese, Palmero cheese, smoked with

pine needles [12] and with dry prickly pear [15].

Although the fibre used for the above mentionedgtof smoked Palmero cheese was not
the same as in this work, some similarities havenldeund between the volatile profile of
Palmero and smoked Herrefio cheese. Thus, in bqibstypf cheese, typical smoke
components such as phenolic derivatives, cyclic amdhatic ketones, alkyl-aryl ethers and
furan derivatives are among the most numerous aatindant components. Moreover, as in
the smoked Palmero cheeses studied previouslyritabaratory [12, 15], the most abundant
phenolic compounds in the smoked Herrefio cheesguaiacol, phenol and their derivatives.
However, it must be noticed that among the aromititones and diketones detected in
smoked Herrefio cheese, neither the methyl-indanooeshe cyclopent-2-en-1,4-dione had
been detected in any of the Palmero cheeses stpdeedusly or in other types of smoked

cheese.

Although to a lesser extent than in the case ofattieve mentioned groups of components,
the smoking process also enriches the volatileilprof Herrefio cheese in esters, lactones,
aldehydes, aromatic hydrocarbons and nitrogenagenatives; these types of compounds
were also present in smoked Palmero cheese [12,ab8]in Oscypek, a type of smoked

Polish ewe cheese [37].
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In relation to esters, it is worth remembering thadst of the esters coming from the
smoking process of Herrefio cheeses were methybkesigd something similar was observed
in Palmero cheese [12, 15] and in Oscypek cheege TBus, the presence of methyl esters
seems to be a characteristic of smoked cheeses, ginansmoked cheeses, in general, ethyl

esters are the predominant ones [8, 22, 23].

With regard to aldehydes, it is worth noticing teame of the aromatic aldehydes detected
in smoked Herrefio cheese, such as benzaldehydeermacetaldehyde or vanillin, were
found in the headspace of smoked Palmero cheesg J&R On the other hand,
crotonaldehyde (2-butenal), the most abundant gitteen smoked Herrefio cheese (see Table

2) was also detected in Oscypek cheese [37].

Some of the nitrogenated derivatives present inhtedspace of smoked Herrefio cheese,
such as those of nitrile (see Table 4), were atsmd in smoked Palmero cheese [12, 15];
however, none of the pyridine and pyrazine denestidetected in smoked Herrefio cheese

were found in Palmero cheese or in other typesnoked cheese.

Finally, the smoking process provides Herrefio cheegh a few alcohols, aliphatic
hydrocarbons and terpenes. Concerning aliphaticdegabons, it is worth noticing that, 4-
methyl-2-pentene, one of the most abundant in sochéka&rrefio cheese, was not present in
any of the Palmero cheeses studied previously 152, Lastly, none of the four terpenes
detected exclusively in the smoked Herrefio chesse Table 3) was found in the headspace
of Palmero cheese smoked with pine needles, detspjtenes were also quite abundant in

this latter [12].

Taking into account that some of the componenteatied in the smoked Herrefio cheese

were not found in Palmero cheese smoked with digklyr pear, which is one of the two
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smoking materials used for Herrefio cheese, it cbeldhought that their presence in this

cheese is due to the other vegetable matter uggddoice the smoke: the fig tree wood.

2.4. Influence of the position in the smokehouse tire volatile profile of smoked Herrefio

cheese

As Tables 1 to 5 show, the statistical treatmenthef data does not reveal, in general,
significant differences between the abundance otnad the volatile components in the
cheeses smoked at A and B positions. However teereation of a similar tendency in the
components of the same group of volatiles could le@e to suppose some influence of the
position on the concentration of some volatilesisTéould be the case of acids (Table 1),
whose area counts are somewhat higher in cheess#sedmat B position than at A, and of
phenolic derivatives (Table 5), which exhibit skighhigher abundances in cheeses A,
revealing a slightly higher smoking degree in thiegseer. This inverse relationship between
the abundance of acids and of phenolic compoundshé@eses A and B seems to be in
accordance with the lower acid abundance obsemesimioked cheeses in relatitm the

unsmoked one.

3. MATERIALS AND METHODS
3.1. Cheeses and smoking process

The cheeses subject of study were eight smokedehigrcheeses and another unsmoked
one. All the cheeses were manufactured at the samewith milk from the same batch that,
as commented above, was a mixture of goat, cowshedp. The proportion of each type of

milk in the total volume was approximately 75% fmat, 15% for sheep and 10% for cow.
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The manufacturing process, which has been descibeétail elsewhere [38], was carried

out in a local factory, following the traditionalethods of production of this type of cheese.

The smoked cheeses were subjected to the smokingg® one day after their production
process was initiated. All of them were smokedhat same time, in a smokehouse with
external smoke generation. The smokehouse (seeeFR)uconsists of a small-sized room
with two holes: one for the smoke entry in the lowart of the middle of one wall and
another for the smoke exit (chimney) in the ceiliolpse to the middle of the opposite wall.
During the smoking process, the smoke was contislydaeing generated and expelled to the

atmosphere through the chimney.

For the smoking of the cheeses, they were placechetal grilles at two different heights
(1.20 and 1.80 m from the floor), both of them abdlkie smoke entry hole. The cheeses
placed on the upper part were called A and thoskerdower part B. Considering that smoke
tends to go up, it was thought that A cheeses niighhore exposed to the smoke action than
B; for this reason, and with the aim of obtainingimilar smoking degree, B cheeses were
kept in the chamber approximately 4 hours and Aeseg only 2. The situation of the studied

cheeses in the smokehouse can also be seen ir Rigur

The smoke used was produced by the combustion raixture of fig tree wood Kicus
carica) and dry prickly pear@puntia ficus indicain a combustion chamber next to the
smokehouse. The distance between the smoke sauwdde@a smokehouse was approximately

Im.
3.2. Generation of the headspace and extractiontefcomponents by SPME

The samples used for the study of the cheese hdatiere portions of the exterior of the
cheeses (approximately 1 cm depth). This part weéected because the results obtained in

previous studies carried out in our laboratory vather types of cheese revealed that this part
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was the richest in volatile components [12,15]. $Shmples were chopped and approximately
1 g of the chopped sample was weighed into a 4 mhea vial screw top (acquired from
Supelco, Bellefonte, PA, USA), sealed with a hobgp @olytetrafluoroethylene/silicone
septum, and stored frozen until its study.

Each vial containing 1 g of the cheese sample niasduced into a water bath maintained
at 50 °C; then, the fiber was exposed to the hemaspf the sample and was maintained for
60 min. The fiber used was coated with divinylber&earboxen/polydimethylsiloxane
(50/30 um film thickness), and it was acquired frBopelco. The selection of the fiber type
and the extraction conditions was based on prestudies carried out in our laboratory [11].

Each cheese was analysed in duplicate.

3.3. Study of the extracted compounds by Gas Chrmgeaphy/Mass Spectrometry

The extracted components were desorbed in the tamjeaf a Hewlett-Packard gas
chromatograph model HP 6890 Series Il equipped withass selective detector 5973 and a
Hewlett-Packard Vectra XM Series 4 computer. A €usiica capillary column was used (60
m length x 0.25 mm inside diameter x 0.25 um filmckness; from Hewlett-Packard, Palo
Alto, CA), coated with a nonpolar stationary ph@d®-5MS, 5% phenyl methyl siloxane).

The operation conditions were the same as in pueworks [11,12,15].

The components were identified by their retentiomes and by comparison of their mass
spectra either with those of standards or with spdoom a commercial library (Wiley 275.L,
Mass Spectral Database, Rev. D.01.00, June 2000),pevious studies [11,12,15].

Semi-quantification was based on arbitrary unitshef base peak ion area counts divided

by 10.
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The results given for the unsmoked cheese corresfmithe average area counts of two
different samples, whereas those given for the sdseeemoked at each position (A and B) are

the average values of four cheeses; each of thesnimeurn, analysed in duplicate.

3.4. Statistical analysis

The statistical treatment of the data was carrigidusing the SPSS 19.0 software package
(SSPS Inc., Chicago, IL, USA). One-way analysivariance (ANOVA) was applied to the
data to determine the presence of significant iffees among volatile compounds of

smoked and unsmoked cheeses (Tukey’s test, signifievelP < 0.05).

4. CONCLUSIONS

Unsmoked Herrefio cheese exhibits a very complexatil®l profile, very rich in
components, among which hydrocarbons, terpenes smsduiterpenes deserve special
attention due to their number, whereas acids atahks are the most abundant. Although the
unsmoked Herefio cheese has some volatile compotigitsare common to other goat
cheeses, such as acids, ketones and aldehydes, dh@sin general, more numerous in
Herrefio cheese. In contrast, this cheese is paswrre groups of volatiles that are important
in the aroma of other goat cheeses, such as akahdlesters. Lastly, it is worth noticing the
presence of a high number of hydrocarbons, inctpudome unsaturated ones, of terpenes and
sesquiterpenes and of nitrogenated derivativessiwban be considered characteristic of the
unsmoked Herrefio cheese, since they are very soangeactically absent in other types of

goat cheese.

Even more complex is the volatile profile of theak®d Herrefio cheese, since it is enriched

in other components coming from the smoking praocessy of which are not present in the
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unsmoked one, such as phenolic derivatives and retrgys, ketones and diketones. On the
other hand, the use of fig tree wood in combinatiatm dry prickly pear for the smoking of
Herrefio cheese provides the smoked variety witbiBpeomponents, among which special
attention should be paid to pyridine and pyrazieewvatives due to their high number, and to
others not detected previously in other types aflead cheese, such as the methyl indanones,
the diketone cyclopent-2-en-1,4-dione, the unstdraydrocarbon 4-methyl-2-pentene and

the four terpenes alloocimeneterpinolenegp-terpinene an@-camphor.

The high number of terpenes and sesquiterpenesibaithsmoked and smoked Herrefio
cheeses, which constitutes a distinguishing featdirthis cheese, could be attributed to a
great extent to the diet of the animals that predihe milk used for cheese production, based
principally on autochthonous vegetation. Moreovke, presence of certain compounds from
the characteristic flora of El Hierro Island, suafp-nicotyrine, could contribute to define

markers specific for this type of cheese.

Therefore, it could be said that the milk usedhm manufacture of the cheese, together with
the smoking process performed on the island of iEirb, results in two different varieties of
Herrefio cheese, each with well-defined characierigblatile profiles that could be

distinguished from those of other types of cheese.

Lastly, the position of the Herrefio cheeses insthekehouse does not seem to have a great
influence on their volatile profile, given that sséically significant differences have not been
found between cheeses A and B. However, the resbligsined suggest a slightly higher

smoking degree of the cheeses smoked at a greaggith
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ABSTRACT

Palmero cheese is a fresh smoked cheese from lheofsPalma (Canary Islands),
manufactured with goat’s milk. To guarantee itesgfthe occurrence of polycyclic aromatic
hydrocarbons (PAHS) in artisanal Palmero chees&adhwith two types of vegetable matter
(almond shells and dry prickly pear), was studi€éde determination of PAHs includes
extraction and clean-up steps, followed by sepamatidentification and quantification of
PAHSs by gas chromatography-mass spectrometry inr8tide. The most abundant PAHs are
those with 2 and 3 aromatic rings. Even though lighest total PAH concentrations
correspond to the cheeses smoked with almond shtieisdegree of PAH contamination of
the cheeses studied is lower than that found iaratheeses smoked in a traditional way. The
nature of the vegetable material used for smokisg seems to have an influence on the type
of PAHs formed, especially on alkylderivatives asaine light PAHs. However, despite the
artisanal and, consequently, variable productiacgss of these cheeses, many similarities
have been found among their PAH profiles. In faglatively constant relations are observed
between the concentrations of certain pairs of PA3¢nzo(a)pyrene is only present in two
samples, in very low concentrations, and far loW@an the maximum allowed legal limits.
Therefore, according to the results obtained, uldde said that it is possible to obtain a safe
product, without renouncing either the artisanarebter or the sensory properties of this type

of cheese.

Key Words: Palmero smoked cheese, PAHs, gas chromatographg/spastrometry
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1. INTRODUCTION
Palmero cheese is an artisanal fresh smoked chameskeiced on the Isle of Palma (Canary
Islands). This is one of the cheeses protected Bgreomination of Origin (Orden de 31 de
agosto, 2001) and manufactured in the Iberian RBatanfrom unpasteurized Palmera goat
milk (Freitas et al., 2000). When smoking this kisfdcheese, four types of vegetable matter
can be used: almond shelRr@nus dulcs), dry prickly pear Qpuntia ficus indicg and the
wood or needles of Canary pirfeirfus canariensis

In addition to conferring special and much appteciaorganoleptic characteristics to
products, smoking can lead to contamination witty@elic aromatic hydrocarbon®AH) if

the process is not carefully controlled) (Maga, &9&olycyclic aromatic hydrocarbons are
lipophilic and given the high proportion of fateheese, contamination with PAHs during the
smoking process can occur. However, little resedrat been done on the occurrence of
PAHSs in this type of food. Moreover, most of thedés focus on only a low number of
PAHs (between 5 and 14) (Panalaks, 1976; Joe,el384; Riha et al., 1992; Bosset et al.,
1998; De Martin et al., 1998) or even exclusivety lienzo(a)pyrene (Pagliuca et al., 2003;
Anastasio et al., 2004). Nevertheless, despite lingtations in giving a complete view of the
PAH profile of the cheeses studied, all these stdeveal the presence of PAHs in smoked
cheese and, in some cases, in unsmoked cheese too.

There is increasing interest in assuring the sadésmoked foods, and especially of those
manufactured following traditional methods. Fostheéason, and in order to evaluate the PAH
level of Palmero cheese, this paper studies sewgpak of Palmero cheeses produced by
different artisans and smoked with two of the foyoes of vegetable matter permitted by the
Origin Denomination Norms (Orden de 31 de agost®12 Possible relationships between

the PAH contamination level of these samples aadldgree of smoking, were also studied.
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2. MATERIALS AND METHODS

2.1. Samples

The samples subject of study were eight smoked étalcheeses manufactured by different
artisans. Four of them were smoked with almondIsi{@lS2, AS4, AS5 and AS6) and the
other four with dry prickly pear (PP2, PP3, PP4 &Rb). Previous studies (Guillen and
Sopelana, 2004) have shown that most PAH contaimmat smoked cheese is concentrated
in the outer part. For this reason, and taking adocount that the Palmero cheese is fresh and
does not have a well defined rind, the portionslistl, which weighted approximately 20 g,
were taken from the outer part of the cheeses, withidth of approximately 1 cnTwo

aliquots were taken from each cheese.

2.2. Reagents
The solvents employed were cyclohexane and methaoth HPLC grade (99.9+%). Other
reagents and materials used were potassium hydrogatlium chloride, anhydrous sodium
sulphate, sodium tungstate dihydrate, and Supeldé&xSi SPE (Solid Phase Extraction)
tubes 3 mL (500 mg). All solvents, reagents andenas mentioned are commercially
available from Aldrich (Steinheim, Germany), Pawmrg®8arcelona, Spain) and Supelco

(Bellefonte, Pennsylvania, USA).

2.3. Standards

The PAH standards used were the following: a comiaemixture of PAH standards

dissolved in a mixture of dichloromethane:benzen®:25), containing naphthalene,
acenaphthene, acenaphthylene, fluorene, phenaathesthracene, fluoranthene, pyrene,
benzo(c)phenanthrene, benz(a)anthracene, chrysend?2-dimethylbenz(a)anthracene,
benzo(b)fluoranthene,  benzo(j)fluoranthene, benfdofkranthene, benzo(a)pyrene,
indeno(1,2,3-cd)pyrene, dibenz(a,h)anthracene, dfghpperylene, dibenzo(a,l)pyrene,
dibenzo(a,i)pyrene and dibenzo(a,h)pyrene, in canatons of approximately 500g/mL;
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commercial individual cyclohexane solutions of djfethylnaphthalene, 1,4-
dimethylnaphthalene, 1,5-dimethylnaphthalene, lhgiphenanthrene, 2,3-
dimethylanthracene, 9,10-dimethylphenanthrene, wifkioranthene, 1-
methylfluoranthene, 11H-benzo(c)fluorene and 1-wipirene, in concentrations of 10
ug/mL approximately; and a mixture of pure PAHs diged in dichloromethane, containing
2,6-dimethylnaphthalene, 2,3-dimethylnaphthalereterphenyl, 2-methylanthracene, 9-
methylanthracene, 3,6-dimethylphenanthrene mterphenyl,  p-terphenyl, 11H-
benzo(a)fluorene, 11H-benzo(b)fluorene, benzo(epsyrand perylene, in concentrations
ranging from 100 to 247 5g/mL.

Naphthalene-g acenaphthene;g phenanthrene;gd pyrene-d, p-terphenyl-d,,
chrysene-d, perylene-¢, and benzo(ghi)perylene-gdwere used as internal standards. The

purity of these standards ranged from 97 to 99.5%.

All the above mentioned standards were used indésetification and quantification of the
PAHSs present in the samples. All pure standardssahations were obtained from Sigma,
Aldrich (Steinheim, Germany), Supelco (BelleforRennsylvania, USA) and Symta (Madrid,

Spain).

2.4. Determination of PAHs

The methodology employed for the study of the sasplas the same described elsewhere
(Guillén and Sopelana, 2004). This basically inekithe addition of a mixture of deuterated
internal standards to the ground cheese, extractidat with cyclohexane in an ultrasonic
bath, filtration, alkaline treatment of the fat Wwiboiling methanolic potassium hydroxide
during 4 hours under reflux, extraction of PAHsdhaking with cyclohexane in a separator
funnel, washings of the extract, clarification wgbdium tungstate, filtration, drying with
anhydrous sodium sulphate, and purification withidsphase extraction tubes filled with

silica. The final extract was studied by gas chrmm@aphy-mass spectrometry in selected ion
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monitoring (SIM) mode. This was carried out by nmeaof a Hewlett-Packard gas
chromatograph model HP 6890 Series, equipped whtass Selective Detector 5973 and a
Hewlett-Packard Vectra XM Series 4 computer. THeroo used was a fused-silica capillary
column (60 m long x 0.25 mm inner diameter x Qu#5 film thickness), coated with a non-
polar stationary phase (HP-5MS, 5% phenyl metHgkane). The operation conditions were
the following: the oven temperature was set ifitiait 50 °C (0.50 min hold), increased to
130 °C at 8 °C/min and again increased to 290 €Cn{in hold) at a rate of 5 °C/min; the
temperatures of the ion source and the quadrupats mnalyzer were kept at 230 and 150 °C,
respectively; Helium with a purity of 99.999% wased as carrier gas at a constant flow of
1.0 mL/min; injector and transference line tempgaed were held at 280 °C and 300 °C,
respectively; pulsed splitless mode was used feciion with a pressure pulse of 30 psi, and
1 ul of each sample was introduced into the gas chiognaph. The data acquisition mode
employed to identify and quantify the PAHs preseats SIM. Scan mode was occasionally
used in order to ascertain the type of compounésgnt in the samples.

Identification of the compounds was based on thetiention times and on the relative
abundances of the ions selected for their ideatifim. Quantification in SIM mode is based
on the measurement of the peak area correspondetitet most abundant ion of each
compound, and was carried out by means of the deatk internal standards previously

mentioned. Thus, naphthaleng-evas used for quantification of naphthalene and its
alkylderivatives, acenaphthengs;dor acenaphthylene and acenaphthene, phenanttijgne-
for fluorene, phenanthrene, anthracene and thieytdarivatives, pyrene-d for fluoranthene
and pyrene,p-terphenyl-d, for m-terphenyl, p-terphenyl, benzofluorenes and methyl-
fluoranthenes/-pyrenes, chryseng-or benz(a)anthracene and chrysene, perylenden
benzofluoranthenes and benzopyrenes and, lastlyzolghi)perylene-g, for PAHs with
higher molecular weights.
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2.5. Headspace volatile components semiquantification

This was accomplished by using solid phase micraetibn (SPME) for isolation of the
headspace components and gas chromatography-massrosmetry for separation,
identification and semiquantification, in the samay as that described in previous papers,

and employing the same standard compounds (Gutlah, 2004a,b).

2.6. Statistical Analysis
T-Student analysis of independent samples was toseaimpare the results from the two
groups of cheeses with regard to the smoking natdrine statistical analysis was performed

using the SPSS v.14.0 software package for Windows.

3. RESULTS AND DISCUSSION

The compounds detected and their concentratiotieicheeses smoked with almond shells
and with dry prickly pear, together with their centrations, inug/kg of outer part, are shown
in Table 1. Results are given as the mean valubeofesults corresponding to four cheeses
per each vegetal matter, considering two aliquetsgheese (+ standard deviation), together
with the range of concentrations observed. As egpedhe results obtained reveal that the
outer parts of all the cheeses studied contain PAt though the total PAH concentrations
vary among much lower values in the samples smek#ddry prickly pear (29.21-193.11

pg/kg) and higher ones in those smoked with almdweds (42.46-739.5hg/kQ).
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Table 1. PAHs identified in the outer part of the smokedeates studied and their
concentrations, ing/kg. Results are given as the mean value of fbaeses per each vegetal
matter, considering two aliquots per cheese, tdstahdeviation, together with the range of

concentrations observed.

PAH Almond shells Dry prickly pear
Naphthalenk 39.11+ 43.38 19.2% 14.54
(10.05-103.58) (7.10-40.14)
Methylnaphthalenes 53.8370.22 17.52 15.21
(7.87-157.57) (6.54-40.03)
2-Methylnaphthalene 29.6238.41 10.3%* 8.98
(4.72-86.81) (3.98-23.70)
1-Methylnaphthalene 23.4131.81 7.13:6.23
(3.15-70.76) (2.56-16.33)
Dimethylnaphthalenes 77.22107.02 22.9& 16.55
(12.63-237.28) (8.49-46.81)
2,6-Dimethylnaphthalene 19.#124 .42 6.36+ 4.87
(4.31-55.63) (2.25-13.43)
1,7-Dimethylnaphthalene 17.8523.35 5.33t 3.82
(3.60-52.57) (1.80-10.73)
1,6-Dimethylnaphthalene 25.9738.10 5.9% 4.32
(4.72-83.05) (2.23-12.20)
1,4-+2,3-Dimethylnaphthalenes 10484.75 3.852.71
(n.d.-32.09) (1.66-7.79)
1,5-Dimethylnaphthalene 4.326.48 1.45:0.91
(n.d.-13.94) (0.55-2.66)
Acenaphthylene 12.9922.22 3.2%:5.18
(1.07-46.29) (0.39-11.03)
Acenaphthene 2.323.34 0.84+ 0.98
(0.29-7.32) (0.31-2.31)
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Table 1 (continued)

PAH Almond shells Dry prickly pear
Fluorene 7.84 12.60 2.85 4.08
(0.48-26.71) (0.41-8.92)
Phenanthrene 14.6722.40 6.9% 7.55
(2.34-48.23) (1.73-18.09)
Anthracene 3.5%6.30 1.33:1.90
(n.d*13.01) (0.18-4.16)
Methyl-phenanthrenes/-anthracenes 1430.52 6.0H 4.33
(3.73-43.75) (2.36-11.56)
3-Methylphenanthrene 2.242.85 1.22+0.77
(0.68-6.51) (0.49-1.91)
2-Methylphenanthrene 3.894.89 2.04+1.38
(1.13-11.22) (0.77-3.45)
2-Methylanthracene 1.462.73 0.44+ 0.88
(n.d.-5.53) (n.d.-1.76)
9-Methylphenanthrene 2.262.55 124 0.78
(0.78-6.07) (0.57-2.12)
1-Methylphenanthrene 4.676.52 1.06t 0.85
(0.81-14.42) (0.53-2.32)
Dimethylphenanthrenes or isomers 91884.52 1.19£0.92
(1.45-31.60) (n.d.-2.23)
Dimethylphenanthrene or isomer (1) 080.75 n.d.
(n.d.-1.49)
Dimethylphenanthrene or isomer (2) 026.52 n.d.
(n.d.-1.04)
Dimethylphenanthrene or isomer (3) 020.49 n.d.
(n.d.-0.97)
Dimethylphenanthrene or isomer (4) 12DP.87 0.09t0.17
(0.53-2.49) (n.d.-0.34)
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Table 1 (continued)

PAH Almond shells Dry prickly pear

Dimethylphenanthrene or isomer (5) 12Q0.47 0.08+ 0.17
(0.32-3.39) (n.d.-0.33)

Dimethylphenanthrene or isomer (6) 186.55 0.88:0.71
(0.27-3.29) (n.d.-1.56)

Dimethylphenanthrene or isomer (7) 443.47 0.09t 0.18
(n.d.-18.93) (n.d.-0.35)

Dimethylphenanthrene or isomer (8) n.d. 0+06.13

(n.d.-0.25)

Fluoranthene 2.29 3.32 1.28+ 0.97
(0.46-7.25) (0.50-2.50)

Pyrene 1.8% 2.70 0.93:0.71
(0.35-5.88) (0.33-1.81)

Methyl-fluoranthenes/-pyrenes 0.941.62 0.21+0.42
(n.d.-3.36) (n.d.-0.84)

2-Methylfluoranthene 0.150.29 0.03t 0.06
(n.d.-0.58) (n.d.-0.12)

Methyl-fluoranthene/-pyrene (1) 0.1#70.21 0.03+ 0.07
(n.d.-0.46) (n.d.-0.13)

Methyl-fluoranthene/-pyrene (2) n.d. 0.840.07

(n.d.-0.14)

Methyl-fluoranthene/-pyrene (3) 0.180.37 0.04+ 0.08
(n.d.-0.73) (n.d.-0.15)

Methyl-fluoranthene/-pyrene (4) 0.200.41 0.04+ 0.08
(n.d.-0.81) (n.d.-0.16)

1-Methylpyrene 0.24 0.37 0.04+ 0.07
(n.d.-0.78) (n.d.-0.14)

o-Terphenyl 0.8%0.16 0.78:0.74
(0.70-1.06) (0.36-1.88)
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Table 1 (continued)

PAH Almond shells Dry prickly pear
m-Terphenyl 0.3% 0.09 0.1+ 0.15
(0.24-0.44) (n.d.-0.31)
p-Terphenyl 0.0x 0.05 0.04+ 0.05
(n.d.-0.10) (n.d.-0.08)
1- Methylfluoranthene+11H-Benzo(a)fluorene n.d. 40t10.29
(n.d.-0.57)
11H-Benzo(b)fluorene 0.280.46 0.03t 0.07
(n.d.-0.91) (n.d.-0.13)
11H-Benzo(c)fluorene 0.180.14 0.03t 0.05
(n.d.-0.32) (n.d.-0.10)
Benz(a)anthracene 0.33+ 0.46 0.13:0.11
(0.05-1.01) (0.03-0.28)
Chrysené+Triphenylene 0.49 0.57 0.26+ 0.15
(0.14-1.33) (0.11-0.46)
Benzo(b)fluorantherte 0.10+0.21 0.03+ 0.06
(n.d.-0.41) (n.d.-0.12)
Benzo(j+k)fluoranthenés 0.17+ 0.34 0.04+ 0.07
(n.d.-0.68) (n.d.-0.14)
Benzo(a)fluoranthene 0.8350.11 n.d.
(n.d.-0.21)
Benzo(e)pyrene 0.1#0.21 0.0Qt 0.07
(n.d.-0.42) (n.d.-0.13)
Benzo(a)pyrene 0.13+ 0.26 0.02+ 0.04
(n.d.-0.51) (n.d.-0.08)
Perylene 0.0% 0.07 n.d.
(n.d.-0.13)
Indeno(1,2,3-cd)pyrene 0.07+0.13 0.01+ 0.03
(n.d.-0.26) (n.d.-0.05)
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Table 1 (continued)

PAH Almond shells Dry prickly pear
Benzo(ghi)perylene 0.0¥ 0.15 0.0+ 0.03
(n.d.-0.29) (n.d.-0.05)
TOTAL PAHs 243.3% 331.87 86.3% 73.18
(42.46-739.55) (29.21-193.11)
PARENT PAHs 87.7% 119.11 38.45 36.40
(16.78-265.99) (11.82-91.64)
ALKYLATED PAHs 155.57+ 212.80 47.9& 36.88
(25.68-473.56) (17.39-101.47)

! Results are given as the mean value of 4 cheesesaph vegetable matter, considering 2 aliquots
per cheese (x SD) together with the range of canaons observed.

2PAH with a certain degree of carcinogenicity acaugdo the classification of the IARC (IARC,
1983, 2002; Straif et al., 2005)

2n.d.: Not detected

The presence of very light PAHs (naphthalene ornagkthylene), and heavy PAHs
(benz(a)anthracene, chrysene and even of benza@syren benzo(ghi)perylene in some
samples, such as AS5 and PP3) is worth noting €Tabl. Naphthalene and its
alkylderivatives are the main PAH present in thelseese samples as well as in commercial
smoke flavorings (Guillén et al., 2000a), smokedlings generated from different kinds of

wood (Guillen et al., 2000b), smoke produced frawesal vegetable matters (Conde et al.,
2005), and comercial smoked cheeses (Guillén apél&oa, 2004).

As reported in a previous study on the occurrerid@Adds in commercial smoked cheeses
(Guillén and Sopelana, 2004), both the number &wedconcentrations of light PAHs are
much higher than those of heavier PAHs. Thus, thkdst concentrations in these Palmero

cheese samples correspond to the lightest PAHsgaddbnaphthalene and, in general, as the
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molecular weight of the compounds rises so themceatrations decrease. Consequently,
PAHs with four aromatic rings or more are in muolwér concentrations. It must also be
noticed that the samples with higher concentratimnbght PAHs generally contain higher
concentrations of heavier PAHs too. In accordandh wheir higher number of PAHS,
samples AS5 and PP3 also present the highestRétdlcontents (739.55 and 193.fudi/kg

of outer part) within the cheeses smoked with akihshells and with dry prickly pear,
respectively.

In agreement with the above-mentioned studiesicodatly noteworthy is the high number
of alkylated PAHs, which, in this work, account far proportion of the total PAH
concentration ranging from 60.5 to 67.0%, even gfothis group of PAHs are hardly
considered in the studies related to smoked cheese food in general. They are mainly
derivatives of naphthalene, but there are also retlderived from phenanthrene and
fluoranthene or pyrene. A high proportion of allefidatives had also been observed in other
types of smoked cheeses studied previously (GudlEhSopelana, 2004).

It is worth pointing out that though each sample weanufactured by a different artisan and
presents a different PAH contamination degree, soommon features can be observed in
their PAH profile. Table 2 shows the ratios betwelea concentrations of some pairs of
isomers in all the samples studied, together vhthirttotal PAH content, iug/kg of outer
part. With respect to unsubstituted or parent PAHshould be noticed that there is a very
close relation between the concentrations of soaies pf isomers. Thus, as can be seen in
Table 2, phenanthrene is always in higher conceéotrathan anthracene, although the
proportion between these two PAHs seems to varyemtipg on their concentrations;
specifically in samples AS5 and PP3, which are é¢hegth the highest total PAH

concentrations within each group of cheeses, theeseaof the ratio between both PAHs are
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lower than in the rest. In a similar way, the sunetorysene and triphenylene is always higher

than the concentration of benz(a)anthracene.

Table 2 Ratios between the concentrations of some péiisomers in the different cheeses

studied, together with their total PAH content, iegsed inug/kg of outer paft

Ph/A  Ft/P C+T/BaA BFts/BPs BPer/IP 2-MN/1-MN  PAHntent

Almond shells

AS5 3.7 1.2 1.3 1.4 11 1.2 739.55
AS6 6.2 1.3 3.0 - - 1.3 105.52
AS4 6.6 1.2 1.8 - - 15 85.71
AS2 - 1.4 2.8 - - 15 42.46
Dry prickly pear

PP3 4.3 14 1.6 1.2 1.0 1.5 193.11
PP5 8.9 1.3 1.7 - - 1.4 70.75
PP2 7.6 14 3.7 - - 1.5 52.31
PP4 9.6 15 3.0 - - 1.6 29.21

4 Ph: phenanthrene; A: anthracene; Ft: fluoranthBngayrene; C+T: chrysene + triphenylene; BaA:
benz(a)anthracene; BFts: benzo(b)fluoranthene +zdfpfiuoranthene + benzo(k)fluoranthene +
benzo(a)fluoranthene; BPs: benzo(e)pyrene + bejpo@ne; BPer: benzo(ghi)perylene; IP:

indeno(1,2,3-cd)pyrene; 2-MN: 2-metilnaphthalen®I: 1- metilnaphthalene.

The most outstanding pair of isomers is that cosnpgi fluoranthene and pyrene, whose
concentrations almost always maintain the same optiop, between 1.2 and 1.5,
independently of their concentrations, fluoranthéeeg slightly more abundant. It is also

worth pointing out that, when the concentration$lwéranthene and pyrene are lower than 1
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ug/kg, neither benzofluoranthenes nor benzopyrene$AHs with higher molecular weight
are detected.

Finally, Table 2 also shows that the concentratmitsenzofluoranthenes and benzopyrenes
on the one hand, and of indeno(1,2,3-cd)pyrenebando(ghi)perylene on the other hand, are
of the same order.

There is also a similar trend in the concentratiohalkylated PAHs (Table 2), as can be
seen for the 2 monomethylnaphthalenes; the ratibef concentrations ranged between 1.2
and 1.6. With regard to dimethylnaphthalenes, m t® observed (Table 1) that their
concentrations are lower than those of monomethyiattves Whereas the levels of 2,6-,
1,7-, and 1,6-dimethylnaphthalenes are, in geneeay, similar, the rest of the isomers are in
lower concentrations, especially 1,5-dimethylnaplghe. It must also be pointed out that,
although the individual concentrations of both nmethyl- and dimethyl-naphthalenes are
lower than that of naphthalene, the same is no¢rebd for the total concentrations of both
groups of alkylderivatives. So, in the case of mmathylderivatives, their sum is higher than
naphthalene in AS5 (the sample with the highest RAkRcentrations); whereas in the rest of
the samples this sum could be considered as béitige same order as the concentration of
naphthalene. On the other hand, the total of dighediphthalenes is always higher than both
the amount of naphthalene and the sum of monometpgthalenes.

If alkylderivatives of phenanthrene and anthracameconsidered, it is observed in Table 2
that the concentrations of 3- and 9-methylphenanis are very similar, and that the level of
2-methylanthracene is always lower than that offlylphenanthrenes; this could be expected
given that the concentration of anthracene is lé&dow that of phenanthrene. As for the sum
of monomethyl-phenanthrenes/-anthracenes, it casaiokethat, in general, this is of a similar

order to the concentration of phenanthrene. Inicglado the dimethylderivatives, unlike that
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observed for dimethylnaphthalenes, the total isslothan the sum of monomethylderivatives
and than the concentration of phenanthrene.

Finally, the individual concentrations of methylidranthenes/-pyrenes and also their sum
are always lower than the concentrations of thaiept PAHs. Moreover, it was observed that
when the levels of fluoranthene and pyrene arevbdaqug/kg, their alkylderivatives are
hardly detected.

If the results here obtained are compared withalasother authors, it must be taken into
account that not only does the number of PAHs clemed vary from one study to another,
but also that this number is always lower tharhis work. Anyway, it could be said that the
levels reported here are, in general, lower tharsdéhfound in other Spanish commercial
cheeses smoked in a traditional way, where total RAncentrations ranged from 36.31 to
1,037.23 pg/kg (Guillén and Sopelana, 2004). Tieecfthese results confirm that, if the
smoking process is controlled, it is possible wuee the PAH levels of smoked cheese and
obtain a safe product, without renouncing eithez #rtisanal character or the sensory

properties of the product.

To evaluate if there was a relationship betweentype of vegetable matter used in the
smoking process and the PAH profile of the smokbedeses, the ratios between the
concentrations of certain PAHs have been calculatedare shown in Table 3. The first four
ratios make reference to relations between some sPARH their alkylated derivatives
(alkylation ratios), whereas the others (5-8) comcpairs of PAHs which differ in one
aromatic ring (aromaticity ratios). It can be obsel from this table that the values
corresponding to the alkylation ratios are somewtigler in the cheeses smoked with dry
prickly pear than in those smoked with almond shedispecially in the case of ratio 4
(phenantrene/dimethylphenantrenes), which ranges 2.4 to 8.1 in the former and from 0.8

to 1.9 in the latter. This indicates that the fotiova of alkylated PAHs during the process of

191



Manuscrito 4

smoke generation, particularly of dimethylphenasties, seems to be more favoured when
almond shells are used, resulting in higher amoohthese derivatives in relation to their
parent PAHs. Furthermore, it can also be noticed the values of ratios 1 and 2 in the
cheeses manufactured by different artisans arevisable in the samples smoked with dry
prickly pear; in contrast, in the case of ratioarRl 4, the variation is lower in the cheeses
smoked with almond shells. Otherwise, it can be faat the values of the alkylation ratios

reflect all that commented above on alkylated dgives.

As pointed out before, Table 3 also shows somegdtetween pairs of PAHs which differ
in one aromatic ring (5-8). These PAHs have beéectwsl taking into account one of the
mechanism proposed for the formation of PAHs duthwegpyrolysis of wood. According to
this mechanism, during combustion at high tempeeatand with a relatively low oxygen
content, organic matter breaks down, leading tofoh@ation of smaller fragments, most of
them free radicals, which recombine to form PAHghas temperature increases. Thus, the
successive recombination of radicals such as aretyG) and 1,3-butadiene (Lresults in
the formation of non substituted PAHs (Badger et1860; Crittenden and Long, 1976) and,
once the lightest PAHs have been formed, heavididPgan be formed from these latter by
addition of more small units to aryl radicals (Fdach and Warnatz, 1987). In fact, both the
formation of phenanthrene from naphthalene andeofzb(a)pyrene from pyrene have been

pointed out by some authors (Mdhler, 1980).

It can be observed from Table 3 that, in sample$ A8d PP3, where the total PAH
concentrations are the highest among the cheesalsednwith almond shells and with dry
prickly pear respectively, the values of ratiosnd & are lower than in the rest of the samples
smoked with each type of vegetal matter. This iahs that the formation of both
acenaphthylene and phenanthrene from naphthalefevaesired in the smoke generation

process applied to cheeses AS5 and PP3. Besidigsa same samples, both ratios are very
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similar. In contrast, in the rest of the sample®lsad with each type of vegetal matter, the

higher values of these two ratios point to a lotkend of naphthalene to form heavier PAHS;

Table 3. Ratios between the concentrations of some paiRAtdis in the different cheeses

studied.

Ratio AS5 AS6 AS4 AS2 PP3 PP5 PP2 PP4

Alkylation ratios

1- N/MNs 0.7 0.8 1.0 1.3 1.0 1.4 11 11
2- N/DMNs 0.4 0.8 0.7 0.8 0.9 1.0 0.7 0.8
3- Ph/MPhs 11 0.6 0.9 0.6 1.6 0.7 1.0 0.7
4- Ph/DMPhs 1.5 0.8 1.9 1.6 8.1 4.0 2.4 -

Aromaticity ratio$

5- N/Al 2.2 16.4 5.9 9.4 3.6 141 31.8 14.8
6- N/Ph 21 7.1 4.0 4.3 2.2 3.3 4.4 4.1
7- Ph/Pyr 8.2 9.8 6.4 6.3 10.0 4.4 7.6 5.2
8- Pyr/B(a)pyr 11.5 - - - 22.6 - - -

IN: naphthalene; MNs: methylnaphthalenes; DMNSs: tiiyleaphthalenes; Ph: phenanthrene; MPhs:
methylphenanthrenes; DMPhs: dimethylphenanthrenes

N: naphthalene; Al: acenaphthylene; Ph: phenanghieyr: pyrene; B(a)pyr: benzo(a)pyrene

on the other hand, the lower values of ratio 6dlatron to 5 suggest more formation of
phenanthrene against acenaphthylene with both alegeitters. Finally, it can also be noticed
that, in general, the values of ratio 5 in the slksesmoked with almond shells, which range
from 2.2 to 16.4, are lower than in the cheesesksthavith dry prickly pear, which vary
between 3.6 and 31.8, revealing a higher trendota facenaphthylene in the pyrolysis
process of almond shells.
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In connection with ratio 7, which would express tlf@mation of pyrene from
phenanthrene, it could be said that its valuesrailee same range in the cheeses smoked with
almond shells (6.3-9.8) as in those smoked withpaligkly pear (4.4-10.0). Finally, it should
be pointed out that the value of ratio 8 in samp®5 (11.5) is lower than in sample PP3
(22.6), showing a higher proportion of benzo(a)pgrén the cheese smoked with almond

shells.

Bearing in mind all commented above, it can be kated that, in spite of the differences in
the smoking processes applied by different artisamd in the vegetable matter used for
smoke generation, the PAH profile of all the cheestdied could be considered quite
regular. In fact, there are some relations betwesmain PAHs which remain practically
constant from one sample to another, what couldsieéul to predict or estimate the levels of
some PAHs from others. Nevertheless, it must beitedi out that the relation existing
between the concentrations of phenanthrene andaaetie, seem to be influenced to a
certain extent by their concentrations. In confrésére are also others isomers, such as
fluoranthene and pyrene, which maintain the saraioa in all samples, irrespective of the
smoking process and of their concentrations. Theceatration level also seems to affect
somehow the formation of acenaphthylene and pherem# from naphthalene.

However, despite the numerous similarities founadmgnall the samples studied, it must be
remarked that there are also some differences betlee PAH profiles of the cheeses
smoked with almond shells and with dry prickly pe@hus, dimethylderivatives of both
naphthalene and phenanthrene are slightly moredamtiin the cheeses smoked with almond
shells. These differences in the content of allegdd®AHs infer that during the pirolization of
dry prickly pear alkylderivatives are produced tdeaser extent than in the pirolization of
almond shells, influencing, in turn, the proportmiithese compounds in the smoked cheeses.

In fact, it has already been observed that, insgmme combustion conditions, some woods
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produce smoke with higher concentrations of alledaPAHs than others (Guillén et al.,
2000). From these results it could be said thaireadf the vegetal matter used for smoking
seems to affect to a certain extent the formatibsomme PAHSs, and influence on the PAH

profile obtained, especially on those compoundswfmolecular weight.

In order to study if the apparent differences obsarbetween the two groups of cheeses
were statistically significant, a T-Student anaysias used to compare the values of ratios 1
to 7 from Table 3. The results obtained did nowshay significant differences between both
groups of samples for any of the ratios consideprdpably due to the high variability
existing among the cheeses smoked with the sametalagatter but produced by different
artisans. This variability in the PAH concentratitavel of the cheeses studied could be
attributed to the smoking conditions applied byheadisans. The factors that determine the
PAH level in smoked foods are very numerous; theskide the vegetable matter used to
produce the smoke and all the parameters involwetia pyrolysis process, the composition
of the food submitted to the smoking process, tlag whis process is carried out and its
intensity. In order to discuss possible relatioesnMeen the vegetable matter used, smoking
degree of food and its contamination by PAHs, Tablghows the concentrations of some
groups of typical smoke components in the headspateesecheeses, which are related to
the smoking degree, together with the concentratairheavy, light and total PAHs. Among
the smoke components the group of carbonyl devesat{group 1) includes: furanmethanol,
cyclotene and maltol; the group of phenol and derves (group 2): phenol, 2-methylphenol,
4- + 3-methylphenols, 2,6-dimethylphenol, 2,3-dinyphenol, 2,4- + 2,5-dimethylphenols,
2,4,6-trimethylphenol, 2-ethylphenol and 4-propypbl; the group of guaiacol (2-
methoxyphenol) and derivatives (group 3): guaiademethylguaiacol, 4-ethylguaiacol, 4-
vinylguaiacol, 4-(2-propenyl)-guaiacol (eugenobprbpylguaiacol and two isomers of 4-(1-

propenyl)-guaiacol (isoeugenol); and in the grodpsyringol (2,6-dimethoxyphenol) and
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derivatives (group 4) are found: syringol, 4-meslyyingol, 4-ethylsyringol and three isomers
of 4-(2-propenyl)-syringol.

Table 4.Concentrations of some groups of typical smoke anrapts in the headspace of the
cheeses studied, expressed in area countstifether with the concentrations of heavy, light

and total PAHSs, given ipg/kg of outer part

SMOKE COMPONENTS PAHs
Sample  Carb. dér. Phenolic derivatives Total HedvyLight® Total

AS5 66.9 1,15551,778.% 146.3 3,146.8 5.25 734.30 739.55
AS4 51.6 530.5 1,685.4 1122  2,379.6 0.74 84.97 7185.
AS6 35.1 4446 9331 603  1,473.1 0.20 105.32 5.5
AS2 10.9 108.4 326.7 38.7 484.7 0.19 4227 42.46
PP3 116.8 1,098.6 1,722.9 5446  3,483.0 1.31 191188.11

PP4 26.2 3428 2921 895 750.6 0.28 2893 29.21
PP5 11.0 271.1 3195 34.0 635.6 0.38 70.37 70.75
PP2 27.2 161.8 225.1  64.2 478.3 0.14 5217 5231

' Carb. der.: Carbonyl derivatives (group 1)
2 Heavy PAHSs: from benz(a)anthracene onwards
3 Light PAHSs: from naphthalene to benz(a)anthracene
* Group 2: Phenol and derivatives
® Group 3: Guaiacol (2-methoxyphenol) and derivative
® Group 4: Syringol (2,6-dimethoxyphenol) and detiixes
The influence of the vegetable matter is very reatide in the samples submitted to the
highest degree of smoking intensity. It is evidiatt samples AS5 and PP3, having a similar
total content of smoke components and, in consemjea similar smoking degree, have
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different concentrations both of heavy (from bepaféhracene onwards) and of light (from
naphthalene to benz(a)anthracene) PAHs. Howeverirtfiuence is not clear in the samples
submitted to a lower smoking degree.

Among the cheeses smoked with the same type oftaldlgematter, the smoking degree
seems to influence mainly the concentration ofltkavy PAHSs. So, in general, as Table 4
shows, decreasing values in total smoke componemisentrations are associated with
decreasing values in heavy PAH concentrations.

In relation to the presence of carcinogenic PAHSnust be pointed out that there are
compounds with different degree of carcinogeniaity all the samples studied. Thus,
naphthalene, recently considered pessibly carcinogenic to humdngy the IARC (group
2B) (IARC, 2002), and benz(a)anthracene, considase@robably carcinogenic to humahs
by this same organization (group 2A) (IARC, 198®k present in the outer part of all the
cheeses studied. It should be mentioned that, whetee level of benz(a)anthracene is very
low in all cases (0.03-1.0jug/kg), naphthalene, instead, is the most abund& i
practically all cheeses. Despite naphthalene natgbeonsidered carcinogenic for many
years, in the year 2000 it was shown that this BAbBwed carcinogenic activity in rats (NTP,
2002); in consequence, international agencies sischARC or USEPA reclassified this
compound, considering it as a potential carcinagégrumans (Preuss et al., 2003). Therefore,
although the determination of this compound is usaally made and though, until now, no
limit for its concentration in food has been sudgédsn international law, its presence cannot
be ignored.

As well as naphthalene and benz(a)anthracene, BthkIs with higher molecular weight
considered aspossibly carcinogenic to humdnigy the IARC have been found in the outer

part of samples AS5 and PP3 in very low conceminati Among these, benzofluoranthenes
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or indeno(1,2,3-cd)pyrene can be mentioned (IAR@33), even though these latter are in
very low concentrations (0.05-0.68/kg).

It must also be taken into account that althougtstnod the alkylated PAHSs, especially
those derived from light PAHSs, are not classifiedfar their carcinogenicity, some authors
have commented that the presence of alkyl groupscoafer or intensify the carcinogenic
potential of PAHs (Irwin et al., 1998). However,tiumow, these compounds are also
completely ignored in international food regulagon

Benzo(a)pyrene, one of the most carcinogenic PAddsrding to different classifications
(Guillén and Sopelana, 2003), and recently incluboedhe IARC in group 1 (carcinogen to
humans) (Straif et al., 2005), has been identifiredwo of the samples (AS5 and PP3), in
concentrations of 0.51 and 0.08 ug/kg, respectivehese values are far from the limit in the
rind of ripened smoked cheese established by Spéas which is 10 pg/kg (Orden de 29 de
noviembre, 1985). On the other hand, if the corra¢iohs of benzo(a)pyrene in the cheeses
here studied are compared with those reported tgr @uthors, it must be taken into account
that, in some cases, data correspond to the rinbdeo€heeses, the most contaminated zone,
whereas, in other cases, the rind has been remmfede taking the sample or even the rind
is taken together with the paste. In spite of thigould be said that, in general, the values
here obtained are in the range of those found bgrauthors in commercial or traditionally
smoked cheeses, which range from 0.04 to 7.8 p@&ghast, 1977; Lintas et al., 1979; Joe
et al., 1984; De Martin et al., 1998; Michalski aBermuska, 2003; Pagliuca et al., 2003;

Anastasio et al., 2004).
4. CONCLUSIONS

As mentioned above, the results presented heresgwmnd only to the outer part of the
cheeses, which is the most contaminated zone. Gakito account, on the one hand, the

results of a previous study (Guillén and Sopel@2084), according to which benzo(a)pyrene
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was concentrated almost exclusively in the extgraot of the cheese piece and, on the other
hand, the proportion of this part in relation tce tiwvhole cheese, the benzo(a)pyrene
concentrations corresponding to the whole prodwrewealculated. Thus, considering that the
percentages of the external part are 32.2% in AB637.1 % in PP3, the concentrations of
benzo(a)pyrene per kg of whole cheese would be |0gil6y in AS5 and 0.03g/kg in PP3.
These values are much lower than the maximum @ig&g recently established by the
European Union for smoked meat products and sonokeunfish products (Regulation N°
208/2005 of 4 of February, 2005), but it must bepkasized that this Regulation makes no
reference to smoked cheese. It is also worth pwgntut that the concentration of
benzo(a)pyrene in PP3 complies with the maximunell@ef 0.03ug/kg permitted in food
smoked with smoke flavourings (Council Directive/388/EEC of 22 of June, 1988),
whereas in AS5, the amount of benzo(a)pyrene (AdiBg) is only slightly higher than this
limit. Anyway, it must be taken into account thhistlegal matter does not concern cheeses

smoked with smoke.
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ABSTRACT

This paper sets out to determine the PAH contamimalegree of a traditionally smoked
cheese: Herrefio cheese, which comes from one oC#mary Islands. Its PAH profile is
thoroughly studied by means of gas chromatograpagsnspectrometry in SIM mode, and
compared with that of an unsmoked cheese. Furthrerraoparameter not previously studied
is evaluated, namely the influence of the positbbthe individual cheeses in the smokehouse
on their PAH contamination level. Heavy PAHs, amamgich are included most of the
carcinogens, are very scarce and their concentsataw. In fact, benz(a)anthracene, together
with chrysene+triphenylene, are the only heavy PAldiected in all the smoked samples
studied. The concentration of benzo(a)pyrene, tedeanly in one of the samples, is below
the limit established in Spain for the rind of sradkcheese. In contrast, high concentrations
of light PAHs have been found, especially of naplghe and its alkylderivatives, whose
impact on human health is not yet well establisiéte results derived from the analysis of
the PAH profile suggest the potential usefulnesseofain ratios between some pairs of PAHs
(phenanthrene/anthracene, naphthalene/acenaptehyterorder to provide information on
the PAH contamination source. Furthermore, diffeesnhave been found depending on the
position of the cheeses in the smokehouse, tha@mglin the path followed by the smoke
being more contaminated. Therefore, the findingshaf study could help in improving the

design of smokehouses, in order to reduce the RAithmination degree of smoked cheese.

Key words: Polycyclic Aromatic Hydrocarbons, smoked Herreiio eede, gas

chromatography-mass spectrometry, position in thekehouse.
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1. INTRODUCTION

Traditionally manufactured food products are, img@l, much appreciated by consumers.
Consequently, there is a great interest in chaiaotg these types of products and
standardizing their production process to establise conditions which best obtain
homogeneous and high-quality products. What is mioo¢h producers and consumers are
increasingly aware of the need for food safetyeemtly when it undergoes technological
treatments that can result in the formation of aombating compounds. In particular,
smoking, which confers food specific sensory propsr as well as acting as a preservation
treatment, can lead to the contamination of foothwRolycyclic Aromatic Hydrocarbons
(PAHSs) if it is not sufficiently controlled (Maga, 1988PAHs include compounds with a
wide range of molecular weights, which can be dididnto light (from naphthalene to
benz(a)anthracene) and heavy PAHs (from benz(apghe onwards). The risk of
contamination with PAHs has special importancehim tase of fatty foods such as cheese,
due to the lipophilic nature of these contaminants.

Cheese can be smoked either by using smoke flaggadnby traditional smoking, although
the use of smoke flavorings for the smoking of cleeis not allowed in Spain. Traditional
smoking involves smoke generation and the randgmosieof its components on the cheese
surface. This methodology is used not only by antssbut also in certain cheese factories. It
is widely known that the PAH contamination degreached by cheese or any food product in
traditional smoking depends on very different fagtesuch as the temperature, the oxygen
content, the vegetable matter used for smoke gemerar the composition of the food
product (Maga, 1988; Bosset et al., 1998; Paglaial., 2003; Anastasio et al., 2004; Guillén
et al., 2007).

Taking as an example of a cheese smoked tradilyomah factory, this paper studies the

PAH contamination degree of Herreilo cheese. Treges comes from El Hierro Island, the
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smallest of the Canary Islands, and occupies aroiitapt position in the Canary Islands
market for smoked soft cheeses; however, therbadly any studies concerning this product
(Fresno et al., 2004). This cheese has been tadily manufactured with milk from
different animals, since flocks on this island @mtmore than one species. This particular
cheese is produced from a mixture of goat, cowshradp milk, either pasteurized or raw. It is
usually marketed as a fresh or a soft cheese, tholuwg demand for ripened cheeses is
bringing about the recovery of ripened Herrefio skedlerrefio cheese can be smoked or
unsmoked. The smoking process, which is usualljopeed one or two days after making
the cheese (Fresno et al., 2004), uses fig treedwlrus caricg and dry prickly pear
(Opuntia ficus indicag common vegetable materials which are typicathw# islands and
contribute specific characteristics to these cheefhe chemical composition of these two
vegetable materials has scarcely been studied {grair-Garcia et al., 2007).

In this paper, the PAH content of some smoked Her@heeses is studied and compared
with that of an unsmoked one. This will allow usktmw how traditional smoking affects the
PAH contamination level of this kind of cheese.

The Scientific Committee on Foo&CF) reviewed the presence and toxicity of PAHSs in
food and issued an opinion on 4 December 2002 (R0B2). The SCF concluded that
benzo(a)pyrene may be used as a marker of occeraamt effect of the carcinogenic PAHs
in food. Afterwards, the Commission asked Membeatest to monitor PAHs (and in
particular the 15 priority substances identified BYCF as potentially genotoxic and
carcinogenic to humans) in Commission Recommena&o®5/108/EC. The European Food
Safety Authority EFSA) collected the data submitted in the framework this
recommendation and issued a Report where it waésdsthat the conclusion made by SCF
that benzo(a)pyrene is a good indicator for PAHuo@nce could not be demonstrated by the

monitoring data from the Member States. This statgmwas based on the fact that
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benzo(a)pyrene was not detected in about 30% o$dh®les where other PAHs among the
15 SCF priority ones were detected. Therefore, dews, benzo(a)pyrene alone is not
considered a suitable indicator for the occurresmue toxicity of genotoxic and carcinogenic
PAHSs. Taking this into account, the study inclusgesst of the PAHs that can appear in
smoked foods, both light and heavy compounds, hagetith their alkylderivatives.

The other objective of the study was to evaluateitifluence of position of cheese in the

smokehouse on the PAH contamination as there aséudges on this topic.

2. MATERIALS AND METHODS

2.1. Samples

The samples subject of study were six smoked HercbBeses, named 1A, 2A, 4A, 1B, 3B
and 4B, and another unsmoked one. The weight oflibeses varied between 2 and 3 kg. A
scheme of the elaboration process of Herrefio cheseno et al., 2004) is shown in Figure

1.

MILK FILTRATION

( MILK MADURATION (24 h - 4 °C)]
| PASTEURIZATION (7374 °C - 15 min)]

COOLING (30 °C)

( COAGULATION (30-40 min))

Chickpea-sized grains

[ HEATING (33-34 °C)]

CURD SHAPING

v

[ SALTING (refrigerated brine — 24 h)]

1 day after elaboration
SMOKING Materials: fig tree wood

dry prickly pear

Figure 1. Scheme of the elaboration process of Herrefio ci{&eseno et al., 2004)
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Cheeses were placed on metal grilles at two difteheights (1.20 and 1.80 m from the
floor), both of them above the smoke entry holee Theeses placed on the upper part were
called A and those in the lower part B. Both chees@nd B were assigned numbers from 1
to 4 according to their distance to the smoke enthus, cheeses with number 1 were the
nearest to the smoke entry (approximately 1 m ucgtpand those with number 4 the most
distant (approximately 5.5 m). Considering that kentends to go up, it was thought that A
cheeses might be more exposed to the smoke ab&onB; for this reason, and with the aim
of obtaining a similar smoking degree, B cheesa® \kept in the chamber approximately 4
hours and A cheeses only 2. The situation of thdistl cheeses in the smokehouse can be

seen in Figure 2.

2
2
im _.-7 ‘ﬂl
L
/N 1A 2A 3A 4A SMOKE
! ) EXIT
E N N N N :
E /% — g — — / i E 1.8m
! 1B 2B 3B 4B v
24m : ¢ P A 4_ é ____________________ > 1.2m E :
' - om 1 :
! A ;o
! o) L\
SMOKE | S Im_ S
ENTRY ! o
v —te —_—

Figure 2. Scheme of the smokehouse for the smoking of thesdseand position of the

cheeses studied.

All the cheeses were manufactured at the same vintie milk from the same batch which,
as is usual on El Hierro Island, was a mixture afatg cow and sheep milk. The
manufacturing process was carried out in a loazbfg, following the traditional methods of

production of this type of cheese.
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The cheeses were smoked at the same time, in aebmaose with external smoke
generation. The smoke used was produced by the usirab of a mixture of fig tree wood
(Ficus caricg and dry prickly pear@puntia ficus indicain a combustion chamber next to
the smoking chamber. The distance between the smmokece and the smokehouse was
approximately 1 m. The smokehouse (see Figure @ists of a small-sized room with two
holes: one for the smoke entry in the lower parthef middle of one wall and another for the
smoke exit (chimney) in the ceiling, close to thaldie of the opposite wall. During the
smoking process, the smoke was continuously beiagemted and expelled to the

atmosphere through the chimney.

The temperature of the smoke was 47 °C and the eietype in the smokehouse
approximately 40 °C. The temperature of the cheegaish was initially 4 °C, increased, by

approximately, 4.6 °C.

The samples used for the study of PAHs were thtamme@ at the ends of the grilles (1A,
1B, 4A and 4B), as well as one cheese A and and@herosen among those placed in the
middle. The number of experimental trials was ttwyo samples were taken in each trial and

these were analyzed in duplicate.
2.2. Preparation of the samples

The samples for the study were prepared 10 days #Hfey were smoked. Taking into
account that the cheese region exhibiting a highd contamination degree was the outer
part (Guillén and Sopelana, 2004a), the portiondistl were taken from this part, to a depth
of approximately 1 cm, and then chopped. The opset of the cheeses accounted for a
percentage relative to the whole cheese rangingh fd® to 62%. Two aliquots of

approximately 20 g were taken from each cheese @ftgpping the samples.
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2.3. Reagents and Materials
The solvents employed for PAH analysis were cyctahe and methanol, both HPLC grade
(99.9+%). Other reagents and materials used wetasgiom hydroxide, sodium chloride,
anhydrous sodium sulphate, sodium tungstate detey@rad Supelclean LC-Si SPE (Solid
Phase Extraction) tubes 3 mL (500 mg). All solveneagents and materials mentioned are
commercially available from Aldrich (Steinheim, Geny), Panreac (Barcelona, Spain) and

Supelco (Bellefonte, PA, USA).

2.4. PAH standards
The PAH standards used were the following: a comiaemixture of PAH standards
dissolved in a mixture of dichloromethane:benzen®:25), containing naphthalene,
acenaphthylene, acenaphthene, fluorene, phenaathesthracene, fluoranthene, pyrene,
benzo(c)phenanthrene, benz(a)anthracene, chrysend2-dimethylbenz(a)anthracene,
benzo(b)fluoranthene,  benzo(j)fluoranthene,  ben#okranthene, benzo(a)pyrene,
indeno(1,2,3-cd)pyrene, dibenz(a,h)anthracene, dfghpperylene, dibenzo(a,l)pyrene,
dibenzo(a,i)pyrene and dibenzo(a,h)pyrene, in aunagons of approximately 500 pg/mL;
commercial individual cyclohexane solutions of djmethylnaphthalene, 1,4-
dimethylnaphthalene, 1,5-dimethylnaphthalene, lhgiphenanthrene, 3,6-
dimethylphenanthrene, 2,3-dimethylanthracene, gidethylphenanthrene, 2-
methylfluoranthene, 1-methylfluoranthene, 11H-béodtuorene, 1-methylpyrene, 6-
methylbenz(a)anthracene, 7-methylbenz(a)anthrackmeethylchrysene, 2-methylchrysene,
3-methylchrysene, 4-methylchrysene, 5-methylchrgsen  6-methylchrysene,
dibenz(a,j)anthracene,  benzo(b)chrysene, picene,thaathrene, coronene and
dibenzo(a,e)pyrene, in concentrations of 10 pg/mpreximately; and a mixture of pure
PAHSs dissolved in dichloromethane, containing lhyketaphthalene, 2-methylnaphthalene,

1,6-dimethylnaphthalene, 2,6-dimethylnaphthalen®,ddnethylnaphthaleney-terphenyl, 2-
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methylanthracene, 9-methylanthracensterphenyl, p-terphenyl, 11H-benzo(a)fluorene,
11H-benzo(b)fluorene, benzo(e)pyrene and perylemepncentrations ranging from 100 to
247.5 pg/mL.

Naphthalene+ acenaphthenergl phenanthrene:gl pyrene-do, p-terphenyl-ds, chrysene-
di2, perylene-gb and benzo(ghi)perylene-dwere used as internal standards. The purity of
these standards ranged from 97 to 99.5%.

All the above mentioned standards were used indietification and quantification of the
PAHSs present in the samples. All pure standardssaations were obtained from Sigma,
Aldrich (Steinheim, Germany), Supelco (BelleforRennsylvania, USA) and Symta (Madrid,

Spain).

2.5. Determination of PAHs

The methodology employed for the study of the sasiplas the same described elsewhere
(Guillén and Sopelana, 2004a). This basically idekithe addition of a mixture of deuterated
internal standards to the ground cheese, extractidat with cyclohexane in an ultrasonic
bath, filtration, alkaline treatment of the fat viboiling methanolic potassium hydroxide for
4 hours under reflux, extraction of PAHs by shakivith cyclohexane in a separator funnel,
washings of the extract, clarification with soditmmgstate, filtration, drying with anhydrous
sodium sulphate, and purification with solid phas#&action tubes filled with silica. The final
extract was studied by gas chromatography-massrepestry in selected ion monitoring
(SIM) mode. The chromatographic analysis of the sampbes carried out by means of a
Hewlett-Packard gas chromatograph model HP 689@sSerquipped with a Mass Selective
Detector 5973 and a Hewlett-Packard Vectra XM Sefieomputer. The column used was a
fused-silica capillary column (60 m long x 0.25 nmmer diameter x 0.2pm film thickness),

coated with a non-polar stationary phase (HP-5M%, phenyl methyl siloxane). The
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chromatographic conditions were the same descrédiselwhere for the study of Palmero
cheese (Guillén et al., 2007).

Identification of the compounds was based on thetiention times and on the relative
abundances of the ions selected for their ideatifim. Quantification in SIM mode is based
on the measurement of the peak area correspondetiiet most abundant ion of each
compound, and was carried out by means of the deatk internal standards previously
mentioned. Thus, naphthaleng-evas used for quantification of naphthalene and its
alkylderivatives, acenaphthengzdor acenaphthylene and acenaphthene, phenanttifene-
for fluorene, phenanthrene, anthracene and thieptdarivatives, pyrene-d for fluoranthene
and pyrene,p-terphenyl-d, for m-terphenyl, p-terphenyl, benzofluorenes and methyl-
fluoranthenes/-pyrenes, chryseng-tor benz(a)anthracene and chrysene, perylenden
benzofluoranthenes and benzopyrenes and, lastlyzolbghi)perylene-g for PAHs with

higher molecular weights.

3. RESULTS AND DISCUSSION

The results obtained reveal that the outer partthefHerrefio cheeses studied, both the
smoked and the unsmoked one, contain PAHs. The @anas detected, together with their
concentrations, inug/kg of outer part, are shown in Table 1, in desirgp order of
contamination. It can be observed in this tablé ligat PAHs (2 or 3 aromatic rings), above
all naphthalene and its alkylderivatives, but a&@naphthylene or phenanthrene, are the
most abundant. It is worth noting the high promortof alkylated PAHSs, all of them derived
from light PAHs. The PAH profile of the cheesesdstd will be analysed in detail later in a

separated section.
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Table 1. PAHs detected in the outer part of the Herrefie@see studied and their concentrations, expressaglkg. Results are given as mean value

+ standard deviation. Samples 1A, 2A and 4A cowedpto the cheeses placed on the upper shelf afrtttkehouse and samples 1B, 3B and 4B

correspond to the cheeses placed on the lower. Sitefnumbers refer to the position of the sampleshe nearest to the smoke entry; 4: the most

distant to the smoke entry; 2 and 3: intermediattpns

Compound 1B 2A 4A 1A 3B 4B UNSMOKED
Naphthalené 401.17 £2.12 217.73+21.40 171.91 +52.98 146.41+27.90 119.51 + 18.19 170.42 +20.96 15.97+12.68
Methylnaphthalenes 684.26 364.87 276.94 162.72 153.95 116.64 6.11
2-Methylnaphthalene 418.90 £ 27.07 222.88+£75.69 170.62+11.53 77.13+15.39 96.59 +21.59 67.35+2.59 3.78+0.72
1-Methylnaphthalene 265.36 + 20.04 141.99 +56.69 106.32 +5.23 85.59+3.53 57.36+10.95 49.29+11.94 2.33+0.53
Dimethylnaphthalenes or isomers 681.15 372.54 271.70 142.64 119.90 77.60 5.95
2,6-Dimethylnaphthalene 187.82 + 20.52 105.50+52.49 76.24+2.40 38.12+7.11 36.32+4.77 23.34 + 6.68 2.46 +0.28
1,7-Dimethylnaphthalene 190.59 + 19.50 102.51+64.07 73.66+2.21 32.89+7.29 3156+456 19.86+451 1.71 +0.53
1,6-Dimethylnaphthalene 137.44 +15.86 73.74+42.03 53.38 + 1.65 45.87 + 3.56 24.64 + 2.07 20.58 + 0.50 1.78 £0.58
1,4-+2,3-Dimethylnaphthalene 79.15+0.16 64.63+47.14 49.22+5.44 19.07 £+ 4.44 13.77+1.91 10.21 +2.44 -3
1,5-Dimethylnaphthalene 31.59+1.94 26.16+18.97 19.20+2.71 6.69 £ 1.28 5.30+£0.81 3.61+1.09 -
Dimethylnaphthalene or isomer 54.56 + 20.86 - - - 8.31+0.17 - -
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Table 1 (continued)
Acenaphthylene
Acenaphthene
Fluorene
Phenanthrene

Anthracene

Methyl-phenanthrenes/-anthracenes

3-Methylphenanthrerte
2-Methylphenanthrerte
2-Methylanthracene

9-Methylphenanthrerte

1-Methylphenanthrene

Dimethyl-phenanthrenes/-anthracenes

Dimethylpher® or isomer (1)
Dimethylphen. or isomer (2)
Dimethylphen. or isomer (3)

Dimethylphen. or isomer (4)

49.22 + 6.46
8.85 + 1.59
18.46 + 4.04
29.95 + 3.55
7.13+1.15
17.30
3.49+0.47
4.78 +0.38
2.54 +0.29
2.91 +0.46
3.58 £0.17
5.02

0.54*

0.38*

1.26 +0.13

1.16+£0.11

33.49+1.35
5.85+1.34
19.23 +8.98
23.14 £ 8.25
5.65+2.01
13.62
3.07+1.71
3.85+1.80
1.79+0.79
2.71+1.59
2.20+0.89

2.88

1.114

22.63 +4.84

4.25+1.52

10.61 + 3.83

15.28 £ 5.39

3.77 +1.38

8.86

1.88+0.74

2.53+0.99

1.13+0.51

1.71£0.65

1.61 +0.65

1.18

20.07 £ 0.17

3.74 £0.05

16.04 + 3.56

12.67 + 0.69

3.15+0.19

6.51

1.13+0.10

1.84+0.23

0.97£0.24

1.22+0.14

1.35+0.22

0.49

15.57 £ 4.92

2.37+0.46

3.57+0.71

5.83+0.32

1.33+0.14

5.07

1.15+0.43

1.66 + 0.56

0.35+0.01

1.06 £0.30

0.85+0.06

1.29

0.54 +0.15

20.65 + 2.30

3.15+0.27

10.48 + 2.67

7.59 + 2.57

2.75+0.65

6.95

1.26 £0.29

1.94+0.54

0.96 + 0.46

141 +£0.51

1.38 +£0.45

2.15

0.78 £0.23

0.25 + 0.07
0.19 + 0.04
0.23+0.05
1.03 £ 0.28
0.03*
1.86

0.46 £ 0.12

0.62+0.19

0.39£0.09

0.39+0.08

0.90

0.43 +£0.03
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0.27*
Table 1 (continued) - 0.92* - - 0.36 £0.13 0.58 +0.20 0.20"
Dimethylphen. or isomer (5) 1.68 +0.08 0.85¢ 1.18 +0.51 0.49 +0.08 0.39 +0.09 0.79+0.27 0.29 +0.07
Dimethylphen. or isomer (6) 3.14+0.28 2.51+0.76 1.71 +0.64 1.55 + 0.05 0.59 +0.04 1.20+0.21 0.25 +0.01
Fluoranthene 2.85+0.33 2.30 +0.83 1.62 +0.58 1.15 +0.06 0.46 + 0.02 1.03+0.11 0.04
Pyrene 2.85+0.33 1.06 0.79 0.68 0.33 0.78 -
Methyl-fluoranthenes/-pyrenes 0.31+0.08 - - 0.06+0.00  0.06+0.00  0.03+0.01 -
2-Methylfluoranthene 0.33+0.01 - - 0.06+0.01  0.11+0.01 0.07 +0.02 -
Methylfit.” or isomer (1) 0.35+0.00 0.16+0.07 0.08+0.01  010+0.00  0.02+0.01  0.10+0.03 -
Methylflt. or isomer (2) 052+0.00 029+0.11  022+002 016+004  0.04+000 020+0.00  0.04+0.00
Methylflt. or isomer (3) 0.47 +0.04 0.30£0.12 0.25 +0.00 0.14 +0.04 0.06 +0.01 0.19 +0.03 -
Methylflt. or isomer (4) 0.50+0.05  0.31+0.09 0.24+0.05 016+0.02  004+0.02  0.19+0.04  0.24+0.02
1-Methylpyrene 0.66 +0.23 0.31 +0.07 0.80 +0.10 2.75+1.29 0.50 +0.11 0.90 +0.58 0.13 +0.01
o-Terphenyl 0.45 +0.05 0.20 + 0.06 0.20 £ 0.08 0.17 £0.01 0.19 £0.03 0.15+0.01 0.05*
m-Terphenyl 0.26 +0.01 0.12 +0.02 0.10 + 0.04 0.05 +0.02 0.11 +0.09 0.06 +0.01 -
p-Terphenyl 0.92+0.21 0.59 +0.24 0.35+0.09 0.25+0.03 0.03+0.00 0.24 +0.04 -
1-Methylfit.+11H-Benzo(a)fluorene 0.16+003  018+003  014+003  007+001  0.04+000  0.09+0.04
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Table 1 (continued)
11H-Benzo(b)fluorene
11H-Benzo(c)fluorene
Benz(a)anthracerfe
Chrysené+Triphenylene
Benzo(b)fluoranthen&
Benzo(j+k)fluoranthenes
Benzo(a)pyrené
Indeno(1,2,3-cd)pyrerfe
Benzo(ghi)perylene
TOTAL PAHs
ALKYLATED PAHSs

CARCINOGENIC PAHs

HEAVY CARCINOGENIC PAHS

LIGHT PAHs®

HEAVY PAHs

0.19 +0.07
0.44 +£0.17

1.10£0.04

1,915.16
1,390.21
402.71
1.54
1,913.62

1.54

0.12+0.01
0.44 £0.12

0.67+£0.18

1,067.50
754.97
218.84

1.11

1,066.39

1.11

0.08 £0.01

0.39+0.13

0.57+£0.20

0.14 +0.05

0.09 £0.03

0.21 +£0.02

0.04 £0.01

0.05+0.01

794.41

559.47

173.35

1.44

792.92

1.49

0.09+0.01

0.17 £0.05

0.32 £0.06

521.69

313.04

146.90

0.49

521.20

0.49

0.06 +£0.00

0.07 £0.01

0.15 +0.00

430.92

280.54

119.73

0.22

430.70

0.22

0.09+0.01

0.17 £0.02

0.30+0.01

423.39

204.12

170.89

0.47

422.92

0.47

0.13+£0.04

33.65

14.86

16.10

0.13

33.52

0.13

1Unsmoked cheese.

2PAH with a certain degree of carcinogenicity acauydo the classification of the IARC (IARC, 2002)10).
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%-: Not detected.

*Detected only in one of the samples.

®|somers identified by comparison of their retentiiomes with those of Baumard et al. (1999), ushgygame chromatographic conditions than these @utho
® Dimethylphen.: Dimethylphenanthrene.

"Methylflt.: Methylfluoranthene.

8 Without naphthalene.

° From naphthalene to benz(a)anthracene (not incjuded

°From benz(a)anthracene onwards.
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Among all the PAHs monitored in the study, 9-medinyhracene, 2,3-dimethylanthracene,
9,10-dimethylphenanthrene, 3,6-dimethylphenanthrenebenzo(c)phenanthrene, 6-
methylbenz(a)anthracene, 7-methylbenz(a)anthrackmeethylchrysene, 2-methylchrysene,
3-methylchrysene, 4-methylchrysene, 5-methylchrgsen 6-methylchrysene, 7,12-
dimethylbenz(a)anthracene, benzo(e)pyrene, perylene dibenz(a,j)anthracene,
dibenz(a,h)anthracene, benzo(b)chrysene, picetigarathrene, coronene, dibenzo(a,l)pyrene,
dibenzo(a,e)pyrene, dibenzo(a,i)pyrene and dibenzjyrene were not detected in any of
the samples studied.

PAH contamination degree of the smoked cheesesistlidnfluence of the position of the
cheeses in the smokehouse

Although all the smoked Herrefio cheeses studie@ weamufactured at the same time, and
smoked simultaneously in the same smokehouse, otia PAH concentrations of these
cheeses are considerably different (1,915ufkg in 1B and 423.3%g/kg in 4B). The
unsmoked cheese has a considerably lower contaomraggree (33.6f9/kQ).

According to the scheme of the positions of theesks in the smokehouse (Figure 1), the
cheese 1B, which is the most contaminated one theasearest to the smoke entry and, what
iIs more, it was kept in the smokehouse for almastibte the time than cheeses A.
Nevertheless, leaving aside cheeses 1B and lAanitbe observed that, despite their longer
smoking time, the samples placed in the lower 88 and 4B) show total PAH
concentrations lower than the samples placed affvend 4A). It can also be noticed that,
except for sample 1A, the cheeses closest to thekesrantry are the most contaminated.
These differences could be due to the path followgdthe smoke in the smokehouse,
basically determined by the natural flow establislhetween the entry and the exit. Thus,
smoke tends to go up and, as it gets cold, PAHscoadense, mainly on the surface of the

cheeses placed in the main path of the smokectntfae cheeses that could be considered as
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placed in such a path (1B, 2A and 4A) are the ncosttaminated, whereas those placed
further away from that path (1A, 3B and 4B), sholwer contamination degree. Therefore,
it could be concluded that the position of the slesewithin the smokehouse seems to have
some influence on their PAH contamination degrdes Thfluence seems more relevant than
that of the duration of the process since, in ganéne PAH content is higher in the cheeses
placed in the main path of the smoked from theyetatrthe exit of the smokehouse. In this
context, it seems evident that the entry of thelsrtbrough different heights and sides of the
smokehouse could provide a more homogeneous distiib of the smoke on the cheese
surface and, consequently, a more homogeneous sghdkgree of the cheeses. Furthermore,
an extension of the distance between the smokeaenresource and the smokehouse would
probably avoid or, at least, reduce the depodii@$e contaminants.

It is difficult to compare the PAH contaminationgilee of these Herrefio cheeses with that
of other smoked cheeses studied by different asthbecause the number of PAHs
determined here is far higher. In fact, most ofshalies concerning PAHSs in food focus on a
few PAHs, or even only on benzo(a)pyrene, the 8 classified asCarcinogenic to
human$ (group 1) by the International Agency for Resdamn Cancer (IARC, 2010).
However, it must not be forgotten that PAHs appeaomplex mixtures that include a large
number of compounds, and that there is no evidenaation to the carcinogenicity of many
of them. Therefore, their potential presence shaolde ignored.

If the total PAH concentrations of these smokedréfes cheeses (423.39-1,915igkq)
are compared with those found previously in anotiyee of Canary smoked cheese: Palmero
(29.21-739.5%ug/kg) (Guillén et al., 2007), and in other Sparismmmercial smoked cheeses
(36.31-1,037.23ug/kg) (Guillén and Sopelana, 2004a), it can be oteskthat the highest
values generally correspond to Herrefio cheesesetAmwit must be pointed out, as will be

di scussed later, that the main contribution is tduthe concentrations of the lightest PAHSs,
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particularly naphthalene and its alkylderivativ8s. contrast, heavy PAHs, among which
most of the carcinogenic compounds are found, ang scarce.

The lower proportion of heavy PAHs in comparisottwvthe Palmero cheese (Guillén et al.,
2007) could be related to the smoking procedurée useach case: while Palmero cheese is
smoked on a grill directly placed on a barrel whitiee smoke is produced, Herrefio cheese is
smoked in a smokehouse separated from the placesveingoke is produced, so there is a
greater distance between the smoke source andh#eses. This may affect the level of PAH
deposits, especially of the heaviest ones, onlibese surface.

PAH contamination degree of the unsmoked cheese

As can be seen in Table 1, the smoked Herrefio ebemsd the unsmoked one differ
considerably in the number of PAHs and in theircamirations. As could be expected, the
total PAH content of the unsmoked cheese is faetd®3.65.9/kQ).

At first, the occurrence of PAHs in the unsmoke&ede could seem strange; however,
other scientists have also found variable conceotra of some PAHs, even of high
molecular weight, in unsmoked cheese (Bosset e1298; Pagliuca et al., 2003). Unlike that
observed here, in the studies from the mentionétbas; benz(a)anthracene was present in all
the unsmoked cheeses analyzed; in contrast, ndghéhdahe most abundant compound in our
samples, was not detected in any case.

The occurrence of PAHs in the unsmoked cheese dmeildue to the presence of these
compounds in the milk used to produce the chees&entrating in the fatty fraction of the
cheese during its manufacturing process. In fdt, gresence of PAHs in milk has been
revealed by the studies of several authors (Growd. 2000, 2002; Kishikawa et al., 2003),
even though there are great differences betweerethdts obtained. Thus, while Grova and
coworkers (2000, 2002) did not find PAHs with mtran 4 aromatic rings in any of the milk

samples studied and, in some cases, neither ban#tfegcene nor chrysene, the studies of
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other authors have revealed the presence of th@nogenic benzo(a)pyrene in milk of
diverse origin (Kishikawa et al., 2003).

The presence of PAHSs in the unsmoked cheese retheafseed to control the milk, in order
to avoid the incorporation of these contaminantis aneese.
PAH profile of the cheeses studied

As mentioned above, Table 1 shows that the moshddni compounds in the studied
Herrefio cheeses are the light PAHs, among whichhthafene, acenaphthylene or
phenanthrene can be cited. This correlates wehll #ie results of previous studies on the
occurrence of PAHSs in other types of Spanish smakegses (Guillén and Sopelana, 20044a;
Guillén et al., 2007). Moreover, except for chedse no PAH with more than 4 aromatic
rings has been detected in these cheeses. It sarbalobserved that, as in Palmero cheese
(Guillén et al., 2007) and in other types of Spardemmercial smoked cheeses (Guillén and
Sopelana, 2004a), the concentrations of light PArs much higher than those of heavy
PAHs, and that PAH concentrations tend to decremsehe molecular weight of the
compounds increases.

Alkylated PAHSs are in high proportions, accountiogmore than the 60% of the total PAH
concentration in most of the samples, except faeskh 4B and the unsmoked one, where
these types of compounds are less abundant (482 42n2%, respectively). The
alkylderivatives that most contribute to this sune anethyl- and dimethyl-naphthalenes,
which represent almost 100% of the alkylated PAMBe individual concentrations of
alkylated compounds are lower than those of thaspective parent PAHs, the
dimethylderivatives being less abundant than theonwethylderivatives. The concentration
of 2-methylnaphthalene is slightly higher than thiahaphthalene only in samples 1B and 2A
(the most contaminated ones). All these findings iaragreement with previous works on

smoked cheese (Guillén et al., 2004a; Guillén.e2aD7).
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In contrast to that observed for the individual @amtrations of alkylderivatives, it can be
seen in Table 1 that, as in other types of Spasisbked cheeses (Guillén and Sopelana,
2004a; Guillén et al., 2007), the total concentragiof mono- and di-methylnaphthalenes are,
in general, higher or of the same order than tlodseaphthalene, except for sample 4B and
the unsmoked cheese. However, in the case of ptieeap/anthracene, the total of both
mono- and di-methylderivatives is lower than th@aantration of phenanthrene in all the
samples except for the unsmoked cheese. Moredwesum of dimethylderivatives is lower
than that of monomethylderivatives. The same carolmerved for the total of methyl-
fluoranthenes/-pyrenes in relation to the concéiotna of their respective parent PAHs. This
also coincides with concentrations previously obsérin other types of Spanish smoked
cheeses (Guillen and Sopelana, 2004a; Guillen,e2G07).

To make matters concerning alkylated PAHs cledrable 2 shows the ratios between the
concentrations of some PAHs and their alkylderrestiin the cheeses studied. It can be
observed that, in the smoked cheeses the firse tragos (N/MN, N/DMN and Ph/MPh)
generally present very close values in most ofstmaples. The figures for ratios N/MN and
N/DMN are of the same order as those observed wketh Palmero cheese (Guillén et al.,
2007), whereas the ratio Ph/MPh shows a littlentlgher values in the Herrefio cheese, what
points to a lower proportion of methylderivativelsplhenanthrene/anthracene in relation to
their parent PAHs in the latter. Moreover, as tlo@centration level of PAHs decreases
(higher in 1B and lower in 4B), the values of th@as N/MN and N/DMN increase, whereas
those of the ratio Ph/MPh, in general, decreaseyréveals a lower proportion of naphthalene
alkylderivatives, but a higher one of phenanthreeevatives in the samples with lower
contamination degree. The ratio Ph/DMPh, as obsgemmePalmero cheese (Guillén et al.,
2007), is more variable, suggesting that phenanéh@dimethylderivatives could be more

affected by variations in the smoking process tharrest of compounds included in these
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Table 2. Ratios between the concentrations of some PAHSstlaid alkylderivatives in the

Herrefio cheeses studitd

N/MN N/DMN Ph/MPh Ph/DMPh

SMOKED CHEESES

1B 0.6 0.6 1.7 6.0
oA 0.6 0.6 1.7 3.7
AA 0.6 0.6 1.7 12.9
1A 0.9 1.0 1.9 25.9
3B 1.0 1.0 1.2 4.5
4B 1.5 2.2 1.1 3.5
Variation coefficient 41.1 62.0 20.7 935
UNSMOKED CHEESE 2.6 2.7 0.6 11

“N: naphthalene; MN: methylnaphthalenes; DMN: dinglethphthalenes; Ph: phenanthrene;
MPh: methylphenanthrenes; DMPh: dimethylphenantgsen
2 Samples 1A, 2A, and 4A correspond to the cheesaseglon the upper shelf of the
smokehouse and samples 1B, 3B, and 4B correspahé ttheeses placed on the lower shelf.
The numbers refer to the position of the sampleghd nearest to the smoke entry; 4. the
most distant from the smoke entry; 2 and 3: inteliate positions.
ratios. On the other hand, if the unsmoked cheesempared with the smoked ones, it can be
seen that the ratios N/MN and N/DMN are higherhia former, following the tendency that
the lower the contamination the higher the ratidMN and N/DMN; by contrast, those
corresponding to phenanthrene are lower, follovtiregopposite tendency.

Studies performed previously (Guillén and Sopelaé@Q4a; Guillén et al., 2007) have
revealed the existence of relationships betweenctimeentrations of certain pairs of PAH
isomers. Table 3 shows the values of these ratiothe cheeses of this study. It can be

observed that, despite the difference in the PAktaroination degree of the cheeses studied,

there is a very constant ratio between the conagoms of some pairs of isomers.
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Specifically, the value of the ratio Ph/A, which svebund to vary depending on the PAH

concentration level in smoked Palmero cheese (&uél al., 2007), is practically the same in
all the smoked cheeses (4.0-4.4), except for 48 .(h the unsmoked cheese, this ratio (34.3)
is far higher than in the smoked ones, which rev@alower proportion of anthracene in

relation to phenanthrene in the former. This cobdd considered as an indicator of the
different origin of the contamination in the unsradicheese. In fact, values of the ratio Ph/A
higher than 10 have been considered characteoisBAH mixtures with a petrogenic and not

a pirolytic origin (Ke et al., 2002).

Table 3 also shows that in the smoked cheesesuthneo$ chrysene and triphenylene is
always higher than the benz(a)anthracene concemiyadnd that the values of the ratio
C+T/BaA (1.5-2.5) are within the range observe®aimero cheese (Guillén et al., 2007).

As noted in the study of Palmero cheese (Guilléal.eR007), the ratio which remains most
constant is that between the concentrations ofdlutbene and pyrene (Ft/P) (1.1-1.3), also of
the same order as in Palmero cheeses (Guilléen.,e@D7). The value of this ratio is
practically equal both in all the smoked cheesek-{13) and in the unsmoked one (1.2). The
same can be said about the ratio between the cwatens of the two
monomethylnaphthalenes (2MN/1MN), which remainscfcally constant in most of the
smoked cheeses (1.4-1.7), and the unsmoked orje (1.6

In relation to the ratios between the sums of bBuamanthenes and benzopyrenes
(BFts/BPs) on the one hand, and between the caatems of benzo(ghi)perylene and
indeno(1,2,3-cd)pyrene (BPer/IP) on the other handust be pointed out that these are also
of the same order as in Palmero cheeses (Guillah,&2007), in the one sample where these

compounds were detected (4A).
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Table 3. Ratios between the concentrations of certain PAdfm&rs in the Herreflo cheeses

studied®.

Ph/A Ft/P C+T/BaA BFts/BPs BPer/IP 2MN/1IMN

SMOKED CHEESES

1B? 42 11 25 - - 1.6
2A 41 11 1.5 - - 1.6
4A 41 11 1.5 1.4 0.8 1.6
1A 40 1.3 1.9 - - 0.9
3B 44 13 2.1 - - 1.7
4B 28 1.2 1.8 - - 1.4
UNSMOKED CHEESE  34.3 1.2 - - - 1.6

1 Ph: phenanthrene; A: anthracene; Ft: fluoranthBngyrene; C: chrysene; T: triphenylene;
BaA: benz(a)anthracene; BFts: benzofluoranthenesPs: B benzopyrenes; BPer:
benzo(ghi)perylene; IP: indeno (1,2,3-cd)pyrene; N2M2-methylnaphthalene; 1MN: 1-
methylnaphthalene.

2 Samples 1A, 2A, and 4A correspond to the cheesaseglon the upper shelf of the
smokehouse and samples 1B, 3B, and 4B correspaheé ttheeses placed on the lower shelf.
The numbers refer to the position of the sampleshd nearest to the smoke entry; 4. the
most distant from the smoke entry; 2 and 3: inteliate positions.

Previous works have also revealed the existenca oértain relationship between the
concentrations of some pairs of PAHs that diffeloime aromatic ring, such as pyrene and
benzo(a)pyrene, in charbroiled hamburguers (Gregnle¢ al., 1993) or liquid smoke
flavorings (Guillén et al., 2000a,b). In furtheudies on the occurrence of PAHSs in different
types of smoked cheese (Guillén and Sopelana, 2@4ifién et al., 2007), additional ratios
between other pairs of PAHs were studied. It wasenked from these studies that the values
of some ratios varied depending on the PAH contatiin degree and also on the vegetable

matter used for smoking, whereas others such asb#taween phenanthrene and pyrene

remained quite constant in all the samples studied.
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With the double objective of advancing the studyhaf usefulness of these types of ratios
as well as of making a more thorough comparisotm®fAH profile of the smoked Herrefio
cheese both with that of the unsmoked cheese atidother Spanish smoked cheeses, the
ratios between the concentrations of some paiPBAdis were calculated. These are shown in
Table 4.

Table 4. Ratios between the concentrations of some pairBAifls that differ in one

aromatic ring in the Herrefio cheeses studied

N/AI N/Ph Ph/P P/BaP

SMOKED CHEESES

1B 8.2 13.4 10.5 -

2A 6.5 9.46 10.1 -

4A 7.6 11.3 9.4 7.7
1A 7.3 11.6 11.0 -

3B 1.7 20.5 12.7 -

4B 8.3 22.52 7.4 -
Variation coefficient 8.6 36.5 17.3 -
UNSMOKED CHEESE 63.9 15.5 41 )

IN: naphthalene; Al: acenaphthylene; Ph: phenanghi@npyrene; BaP: benzo(a)pyrene.

As expected, given that the six smoked cheeses webgected to similar smoking
conditions, the values of the ratios N/Al, N/Ph &P are, in general, very similar in most
of these smoked cheeses. The lower values of tleeN&Al against N/Ph suggest a greater
tendency to form acenaphthylene than phenanthreoen fnaphthalene in the smoke

generation process employed in the smoking of Herreheeses; this contrasts with that
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observed in Palmero cheese (Guillén et al., 200d) tais difference could be due to the
vegetable matter used for smoking. Together witilINthe ratio which exhibits fewer
variations is Ph/P. This agrees well with the ressaf previous works (Guillén and Sopelana,
2004a; Guillén et al., 2007) and also with thos&othanova and coworkers (2008). These
authors studied a large number of smoked cheesglasiand found that while the ratio Ph/P
stayed quite constant, the ratio P/BaP differechfemme samples to others depending on the
smoking technology used. To be precise, the valoeshe ratio Ph/P in smoked Herrefio
cheese (7.4-12.7) are within the same range as tteisermined by Suchanova et al. (2008) in
cheese samples smoked following different techne{#-14). On the other hand, our only
value for the ratio P/BaP (7.7) is close to theugalfound by these authors in samples smoked
with “liquid smoke” (6) and in those subjected to“lousehold wood burning” (14).
According to the results of these authors, thepesyof smoking technologies led to the
highest BaP concentration in relation to pyreneweler, regarding this latter ratio (P/BaP),
we can draw hardly any conclusions because ofdhenumber of cheese samples among
those studied by our research group where benzoée was detected (Guillén and
Sopelana, 2004a, Guillén et al., 2007).

In relation to the unsmoked cheese, the ratio NB&L9) is much higher than in the smoked
cheeses, revealing a lower proportion of acenapdriRyin relation to naphthalene in the
former. By contrast, the value of the ratio Ph/PLY4s lower in the unsmoked cheese,
revealing a higher concentration of pyrene in retato phenanthrene. These differences
could again point to a different origin for the tamination in the unsmoked cheese.

In conclusion, it can be said that the PAH profifeche smoked Herrefio cheese studied is
very similar to that of other Spanish smoked cheeBhis leads us to think that the formation
of PAHs during smoke generation and their incorponato cheese during the smoking

process seems to have certain regularity, resuliggvery similar PAH profile, provided that
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smoke is not subjected to an additional treatmimtexample, filtration) before coming into
contact with the product.

The results of this work contribute to the conddyatt certain ratios between some pairs of
PAHs could be useful to provide information on ttentamination source (Guillén et al.,
2007).

Carcinogenic PAHs

In relation to the presence of carcinogenic PAHghthalene and chrysene, considered as
“possibly carcinogenic to humansy the IARC (group 2B) (IARC, 2002, 2010), areepent
in all the cheeses studied, both smoked and unsindenz(a)anthracene, included by the
IARC in the group 2B too, has been detected inttedl smoked samples, but not in the
unsmoked one. Other PAHs also included in group &i;h as benzo(b)fluoranthene,
benzo(j)fluoranthene, benzo(k)fluoranthene or ird&r2,3-cd)pyrene are present only in
cheese 4A.

Table 5 shows the proportions, expressed in peagentlative to the total concentration of
PAHs, of total carcinogenic PAHs and heavy carcamig ones (without including
naphthalene), in the cheeses studied. This tabbevshhat although the percentage of
carcinogenic PAHSs is about 21% in the three mostatninated cheeses (1B, 2A and 4A), in
the less contaminated ones this percentage is migtmove all in 4B. Moreover, the
unsmoked cheese exhibits the greatest percentagarahogenic compounds (48%). The
explanation for this is the contribution of naphéme, the most abundant compound in all the
studied cheeses, to the total of carcinogenic PAlAsfact, the percentage of heavy
carcinogenic PAHs in samples 1A, 3B and 4B (0.03:Pis of the same order or even lower

than in the rest of smoked cheeses, where thigwalries between 0.08 and 0.18%.
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Table 5. Percentages of both total and heavy carcinogeAildsPin the Herrefio cheeses

studied.

% Total carcinogenic PAHs % Heavy carcinogenic PAHs

SMOKED CHEESES

1B 21.0 0.08
2A 20.4 0.10
4A 21.8 0.18
1A 28.2 0.09
3B 27.8 0.05
4B 40.4 0.11
UNSMOKED CHEESE 47.9 0.39

“Without naphthalene.

2 Samples 1A, 2A and 4A correspond to the cheeseseglan the upper shelf of the
smokehouse and samples 1B, 3B and 4B correspatihé ttheeses placed on the lower shelf.
The numbers refer to the position of the sampleshd nearest to the smoke entry; 4: the
most distant to the smoke entry; 2 and 3: interateddositions.

It must be pointed out that while the percentagdotdl carcinogenic PAHs is within the
range of those found in Palmero cheeses (11.2-4B8&)percentages of heavy carcinogenic
ones is considerably lower in the Herrefio cheeses.

Benzo(a)pyrene was only detected in cheese 4A, éoreentration of 0.2lg/kg. This
value is within the range of those found in othpaiish smoked cheeses, such as Palmero
cheese (Guillén et al., 2007) and other commeaotiak (Guillén and Sopelana, 2004a), and in
other types of smoked cheese, where concentratiaried between 0.03 and 3i8/kg
(Potthast, 1977; Lintas et al., 1979; Joe et 8841 De Martin et al., 1998; Garcia Falcon et
al., 1999; Michalski and Germuska, 2003; Pagliutale 2003; Anastasio et al., 2004;

Naccari et al., 2008; Suchanova et al., 2008). Hewat must be pointed out that values vary
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greatly depending on the smoking process conditeomd even on the part of the cheese
studied, reaching concentrations of {@kg in some cheeses (Michalski and Germuska,
2003). In contrast, there are also studies whenedfa)pyrene has not been detected in any of
the samples studied (Riha et al., 1992).

The benzo(a)pyrene concentration in the outer partheese 4A is far lower than the
maximum limit of 10ug/kg allowed in Spain in the rind of ripened smokdeteses (Real
Decreto 1113/2006, de 29 de septiembre). Nevedbelonsidering that benzo(a)pyrene is
mainly concentrated in the outer part (Guillén &uapelana, 2004a) and that the outer part
accounted for 49.36% of the whole cheese in sadf)eéhe concentration corresponding to
the whole sample would be 0.1@/kg. This value is considerably lower than the mmasm
of 5 ug/kg established for other types of smoked foodsnifission Regulation No
208/2005), although higher than that allowed ind®asmoked with smoke flavorings
(Council Directive 88/388/EEC). However, in Spamgne of the limits mentioned affect

smoked cheese.

As mentioned above, benzo(a)pyrene has only betectdd in one of the samples studied.
In contrast, other PAHs considered “possibly cargemic to humans” by the IARC (group
2B), such as benz(a)anthracene or chrysene, asemria all of them, and the same has been
observed in previous works (Guillén and Sopelar@43; Guillén et al., 2007). These
findings contribute to the idea that benzo(a)pyrai@e does not seem to be a suitable
indicator for the occurrence and toxicity of gen@tocand carcinogenic PAHSs.

Although heavy PAHSs, especially those with 5 or enaromatic rings, are the most studied
because of their mutagenicity, genotoxicity andfarcinogenicity in experimental animals,
the potential contribution of light PAHs to the géoxic and/or carcinogenic effects of PAH
contaminated food should not be ignored, sinceetlatter are the most abundant in all the

food samples studied by our research group, botbked (Guillén and Sopelana, 2004a,;
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Guillén et al., 2007) and unsmoked (Guillén and ebapa, 2004b; Guillén et al., 2004). In
this context, naphthalene deserves special attergiace it accounts for a percentage of the
total PAH concentration ranging from 20 to 47% e samples of this study; moreover, as
mentioned above, it has been included in group 2Bhe IARC (IARC, 2002) and the
National Toxicology ProgramNTP) has recently evaluated this PAH and classifiedsit
“reasonably anticipated to be a human carcinoglitR, 2004). Alkylated derivatives, which
account for a high proportion of the total PAH ceniration, should not be ignored either due
to their wide distribution, since methyl substitutiin some compounds could result in
hydrocarbons of very great carcinogenic potencyil{@uand Sopelana, 2003).

On the other hand, there are some PAHs which, @eteir inability to produce tumours
per se contribute to an increase in the incidence of edgpes of tumours produced by
complete carcinogens such as benzo(a)pyrene whemniatered together with them;
fluoranthene and pyrene can be cited as examplgaiéand Sopelana, 2003).

3. CONCLUSIONS.

In conclusion, it can be said that the traditiosaloking process applied to the Herrefio
cheese studied here results in a very low conteheavy carcinogenic PAHs. However, it
would be desirable to optimize this process in ptdeeduce the concentrations of light and
alkylated PAHs, whose effects on human health heotebeen definitively established yet.
Moreover, the study of the PAH profile of the cheesveals that there are some ratios
between the concentrations of certain pairs of BAddeh as Ft/P or Ph/P, which remain
practically constant independently of the smokimgcpss and of the PAH contamination
level; in contrast, other ratios such as N/MN, N/®BMr Ph/MPh, seem to be influenced by
the PAH concentration level. Finally, there are samatios, such as Ph/A or N/AI, which can
help us to distinguish between PAH contaminatiomiog from smoking or from other

sources.
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Thus, although the occurrence of PAHs in food coulities has been studied for many
decades, the presence of this type of contamirsdilitgonstitutes a cause for concern, since
there are very few exhaustive studies on the wR@lEl profile and, consequently, there is a
lack of data about the presence of these contansimaifood. This information is necessary to
evaluate the possible risk derived from the congionpof foods and, in fact, SCF stressed
that data collection on the whole PAH profile slibabntinue in order to be able to evaluate
the contamination of food commodities and any fittinange in the PAH profile. Moreover,
further toxicological studies should be carried mubrder to know the risk derived from the
ingestion of the most abundant PAHSs in food. MealayPAH contamination of food should
be kept to the minimum possible. In this contekg findings of this work show that the
position of the cheeses in the smokehouse candraudluence on their PAH contamination
degree. Therefore, improving the design of smoksésumight contribute to reducing the

PAH contamination of smoked cheese.
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Discusiéon

Resumen de los principales resultados obtenidos ysdusion en relacion con cada uno
de los objetivos planteados.
A continuacion se presenta un resumen de los agggtobtenidos y una discusion en

relacién con cada uno de los objetivos planteados.

Objetivo 1: Estudio de los componentes volatiles dgueso Palmero artesanal ahumado
con dos tipos distintos de materia vegetalciculas de pinoy penca de tuneraseca

(Manuscritos 1y 2.

En ambos tipos de queso se detect@nam numero de componentesmas de 320entre
los cuales hay acidos, alcoholes, ésteres, hidvowas, aldehidos, cetonas, derivados de
furano y pirano, terpenos y sesquiterpenos, deswaitrogenados, fenol, guayacol, siringol y
derivados, éteres y otros. En este punto hay qieaegue en el articulo referido a los quesos
ahumados copenca de tunerageca no se incluyeron todos los componentes detipstde
qgueso. Por tanto, y con el fin de evitar llegaoactusiones errGneas al considerar Unicamente
los datos incluidos en el referido articulo, ere egiartado se muestran una serie de tablas con
la totalidad de componentes detectados en los gusanados coaciculas de ping con
penca de tuneraeca (Tablas 1 a 11). Hay que sefalar que laglabaias se expresaron de la
siguiente manera: +++: para cuentas de area magterds.000.000, ++: para cuentas de area
comprendidas entre 15.000.000 y 45.000.000, +: paemtas de area comprendidas entre
500.000 y 15.000.000, tr: para un numero muy bajocdentas de area y -: para los
compuestos no detectados.

Tanto en los quesos ahumados aoftulas de pin@eomo en los ahumados cpenca de
tuneraseca losacidos (Tabla 1) constituyen uno de los grupos mas inapbes en términos
de abundancia de area, y estan presentes tant regibn exterior del queso como en la
interior. La mayoria soacidossaturados linealegon un namero par o impar de atomos de
carbono, si bien las abundancias de los primem<sosiderablemente mas altas que las de
los segundos. Dentro de éstos, en ambos tiposat® qRalmero destacan por su abundancia

los acidos hexanoico, octanoico y decanoico.
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A pesar de que el queso Palmero esta elaboradkecioe de cabra, y de que la presencia
de ciertos acidos ramificados como el 4-metil- y-@til-octanoico ha sido considerada por
algunos autores como una caracteristica del quaborado con este tipo de leche (Salles y
col., 2002), unicamente el primero fue detectadalgunas de las muestras de queso Palmero
ahumado coraciculas de pinoy en concentraciones a nivel de trazas. De hedw, |
principales acidos ramificados en este tipo de iremero fueron el 4-metil- y el 2-etil-
hexanoico, siendo este ultimo el Unico present®&uesos ahumados cpenca de tunera
seca.

Por dltimo, cabe mencionar la presencia, en amipos tde queso Palmero, de acido
benzoico; la formacion de éste ha sido relacionbaign con un posible crecimiento
bacteriano, o bien con la autooxidacion del beretdltb (Sieber y col., 1995), este ultimo

también presente en el espacio de cabeza de est®e(

Tabla 1. Acidos (24) detectados en las regiones exteriotegior del queso Palmero ahumado con

aciculas de pindAP) y conpenca de tuneraeca (PT) junto con una indicacion de su abundanci

TR (min) Compuesto(peso molecular) Pb? AP PT

Ext (17)° Int(18) Ext(20) Int(10)
4,61 A&cido acético (603 43 446 ++ ++ ++
8,87 &cido butanoico (88)* 60 ++ ++ ++ ++
11,02 &cido metil-butanoico (102) 60 - tr - -
12,99 acido pentanoico (102)* 60 + + - -
17,32 &cido hexanoico (116)* 60 +++ +++ ++ ++
20,46 acido 4-metil-hexanoico (130) 60 tr tr - -
20,70 acido heptanoico (130)* 60 tr tr tr tr
22,41 &cido 2-etil-hexanoico (144)* 88 + tr tr -
24,44 &cido benzoico (122)* 105 tr tr tr -
24,80 acido octanoico (144)* 60 +++ +++ +++ +++
26,85 acido dihidroxi benzoico (154) (o isbmero) 415 - - tr -
26,99 acido 4-metil-octanoico (158)* 60 tr tr - -
27,97 acido nonanoico (158)* 60 + + + tr
30,69 &cido 4-hidroxi-3-metoxi-benzoico (168) 168 - - tr -

(acido vanillico)*

31,51 acido decanoico (172)* 60 +++ +++ +++ +++
34,76 acido undecanoico (186) 60 + + tr tr
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Tabla 1. Continuaciéon

TR (min) Compuesto(peso molecular) Pb2 AP PT

Ext (17 Int(18) Ext (20) Int(10)
37,47 acido dodecanoico (200)* 73 + + ++ tr
43,04 acido tetradecanoico (228)* 73 tr + ++ -
45,66 acido pentadecanoico (242) 73 tr tr tr tr
47,68 acido 9-hexadecenoico (254) 73 - - tr -
48,13 acido hexadecanoico (256)* 73 + + +++ -
50,53 acido heptadecanoico (270) 73 - - tr -
52,33 acido 9-octadecenoico (282) 73 - - ++ -
52,82 acido octadecanoico (284)* 73 - - + -

2 Pb: pico base’ Los nimeros entre paréntesis se refieren al ndmercompuestos de cada familfaAbundancia
expresada en cuentas de area: +++: > 45.000.00045:800.000-15.000.000; +: 15.000.000-500.000n@mero muy
bajo de cuentas de &rea; -: no detectitlos compuestos con asterisco fueron identificadediante patrones.

Los alcoholes(Tabla 2), que pueden ser considerados componeoibesnes del espacio
de cabeza de una gran variedad de quesos, tanttadbs como sin ahumar, sescasos en
los dos tipos de queso estudiadosntre éstos se incluyahcoholesalifaticos y aromaticos
Dentro de losalifaticos presentes en general tanto en el exterior comel arterior de los
guesos, destacan por su alta abundancia etan8Hyufanodiol. El origen de los alcoholes
aromaticos como bencenometanopodria estar en el humo, ya que se encuentran

fundamentalmente en el exterior de los quesos.

Tabla 2. Alcoholes (12) detectados en las regiones exterioterior del queso Palmero ahumado
con aciculas de pindAP) y conpenca de tuneraseca (PT) junto con una indicacion de su

abundancia.

TR (min) Compuesto(peso molecular) Pb? AP PT
Ext (10 Int(6) Ext(8) Int(7)

Alcoholes alifaticos (9)

3,94 etanol (46f* 45  ++E€ ++ ++
7,38 3-metil-1-butanol (88) (o isdbmero) 55 ++ + - +
9,11 1,3-butanodiol (90) (o isbmero) 45 + ++ + +
9,35 2,3-butanodiol (90)* 45 +++ +++ ++ ++
12,24 hexanol (102)* 56 tr - - -
13,54 2-heptanol (116) (o isbmero) 70 tr - tr -
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Tabla 2. Continuacion.

TR (min) Compuesto(peso molecular) Pb2 AP PT
Ext (10° Int(6) Ext(8) Int(7)

Alcoholes alifaticos (9)

18,93 2-etil-1-hexanol (130) 57 tr - tr tr
19,22 dimetil-4-heptanol (144) (o isbmero) 69 - + - +
26,25 4-(1,1-dimetiletil)-ciclohexanol (156) 57 - - tr -

Alcoholes aromaticos (3)

19,21 bencenometanol (108)* 79 + - tr -
20,39 metil-bencenometanol (122) 107 tr - - -
22,45 bencenoetanol (122) 91 tr tr tr tr

2 Pb: pico base’ Los nimeros entre paréntesis se refieren al nlmercompuestos de cada familfaAbundancia
expresada en cuentas de area: +++: > 45.000.00045:800.000-15.000.000; +: 15.000.000-500.000n@mero muy
bajo de cuentas de &rea; -: no detectitlos compuestos con asterisco fueron identificadediante patrones.

El grupo de logsteres(Tabla 3),muy numeroso en ambos tipos de queso Palmermesta
formado principalmente por metil- y etil-ésteres. s& observa la distribucién de estos
componentes en las diferentes partes del quesde maenprobarse que algunos de ellos estan
presentes tanto en el exterior como en el intetares el caso del butanoato de etilo o del
decanoato de etilo en los quesos ahumados amwoulas de pinoy del 4-metil-2-
hidroxipentanoato de metilo en los quesos ahumadongencade tuneraseca. En cambio
otros, entre los que se encuentran algunos éstevesaticos como el vanillato de metilo,
tipico componente del humo (Guillén e Ibargoitia98) y presente en ambos tipos de queso,
se detectaron unicamente en la region exterior.

En general, la mayoria de los ésteres fueron @delesten concentraciones a nivel de

trazas.
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Tabla 3. Esteres (31) detectados en las regiones extefiegor del queso Palmero ahumado

con aciculas de pindAP) y conpenca de tuneraeca (PT) junto con una indicacion de su

abundancia.
TR (min) Compuesto(peso molecular) Pb2 AP PT
Ext (20 Int(14) Ext (15) Int(7)

10,13 butanoato de etilo (116)* 71 tF tr - -
15,65 4-metil-2-hidroxipentanoato de metilo (146)3 4 - - tr tr

(o isébmero)
16,67 hexanoato de metilo (130)* 74 tr - - -
17,73 hexanoato de etilo (144)* 88 tr - - tr
21,74 benzoato de metilo (136)* 105 tr - tr -
24,91 bencenoacetato de metilo (150) 91 tr - - -
25,38 octanoato de etilo (172)* 88 - - - tr
25,97 metilbenzoato de metilo (150) (o isbmero) 119 tr - tr -
26,18 hidroxibenzoato de metilo (152) (o isomerop2 1 - - tr -
27,44 hexanoato de metilbutilo (186) (o isébmero) 87 - tr - -
29,07 nonanoato de metilo (172)* 74 tr tr - -
30,30 2,5-dihidroxibenzoato de metilo (168) 136 tr - - -

(o isébmero)
32,40 decanoato de etilo (200)* 88 + tr - tr
35,04 butanodioato de bis-metilpropilo (230) 101 tr - - -

(o isébmero)
36,42 4-hidroxi-3-metoxibenzoato de metilo (182)511 tr - tr -

(vanillato de metilo)
36,87 2-butanodioato de dibutilo (228) (o isomer®6 tr tr - -
38,05 pentanodioato de dibutilo (244) (o isGbmeroy151  tr - tr -
38,50 dodecanoato de etilo (228)* 88 tr tr - tr
38,54 4-hidroxi-3-metoxibenzoato de etilo (196) 151 - - tr -

(vanillato de etilo)
42,13 tetradecanoato de metilo (242)* 74 - tr tr -
43,99 tetradecanoato de etilo (256)* 88 tr tr - tr
44,79 miristato de isopropilo (270) 43 tr tr + tr
47,31 hexadecanoato de metilo (270) 74 - tr - -
48,95 hexadecanoato de etilo (284) 88 - tr - -
49,66 hexadecanoato de 1-metiletilo (298) 43 - - tr -
52,04 octadecanoato de metilo (298) 74 tr tr - -
57,83 hexanedioato de dioctilo (370) (0 isbmero)29 1  tr - tr -
58,42 9-octadecenoato de 3-hidroxipropilo (340) 55 - - tr -

(o isébmero)
59,30 octanoato de hexadecilo (368) (0 isbmero) 145 tr tr tr -
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Tabla 3. Continuacion.

TR (min) Compuesto(peso molecular) Pb? AP PT

Ext (200 Int(14) Ext (15) Int(7)
63,03 octanoato de octadecilo (396) (o isbmero) 145 tr - tr -
88,19 tridecanoato de triglicerilo (554) (o is6mer@55 - tr tr -

2 Ph: pico base’ Los nimeros entre paréntesis se refieren al niaercompuestos de cada famifiadAbundancia
expresada en cuentas de area: +++: > 45.000.000t5t600.000-15.000.000; +: 15.000.000-500.000ndmero muy
bajo de cuentas de &rea; -: no detectatlos compuestos con asterisco fueron identificadediante patrones.

El grupo de losaldehidos (Tabla 4) estd formado fundamentalmente platehidos
alifticos saturadosy por aldehidos arométicosEntre losalifaticos saturados el mas
abundante en los quesos ahumados amioulas de pinges nonanal, mientras que en los
ahumados conpenca de tuneraseca no se observaron apenas diferencias entre las
abundancias de los distintos aldehidos. Aun cudosialdehidos saturados eran los mas
numerosos entre los alifaticos, también se detattdos aldehidomsaturados 2-nonenal y
2-decenal, en los quesos ahumados aoitulas de pinoy con penca de tuneraseca
respectivamente. Estos aldehidos, no muy comunegie€sp, podrian tener su origen en el
humo, ya que Unicamente se detectaron en la regi@nior. Entre los aldehid@somaticos
hay algunos como benzaldehido y bencenoacetaldghiglsentes tanto en la region exterior
como en la interior en ambos tipos de queso Palmguwe pueden considerarse como
componentes comunes del queso (Careri y col., 199#) embargo, hay otros aldehidos
aromaticos, como bencenopropenaldehido en los gjadsonados coaciculas de pinogue
sblo se observan en la parte mas externa, y deoheoh componentes tipicos del humo

(Guillén e Ibargoitia, 1998).
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Tabla 4. Aldehidos (22) detectados en las regiones exteriaterior del queso Palmero ahumado

con aciculas de pind/AP) y conpenca de tuneraseca (PT) junto con una indicacién de su

abundancia.
TR (min) Compuesto(peso molecular) Pb2 PT

Ext (17 Int(11) Ext(15) Int(6)

Aldehidos alifaticos (13)
8,71 2-metil-2-butenal (84) (o isbmero) 84 - - tr -
9,53 hexanal (100§ 56 tr - - -
17,88 octanal (128)* 57 tr tr - -
22,02 nonanal (142)* 57 ++ +++ tr tr
24,25 2-nonenal (140) 41 tr - - -
25,87 decanal (156) 57 tr + tr tr
27,90 2-decenal (154) 57 - - tr -
29,50 undecanal (170) 57 tr tr tr tr
32,87 dodecanal (184) 57 + tr tr tr
36,05 tridecanal (198) 57 tr tr tr -
39,07 tetradecanal (212) 57 tr tr tr -
41,91 pentadecanal (226) 57 tr - - -
47,19 heptadecanal (254) 57 - tr tr -
Aldehidos aromaticos (9)

16,16 benzaldehido (106)* 105 tr tr tr tr
19,65 2-hidroxibenzaldehido (122) 122 tr - tr -
19,67 bencenoacetaldehido (120)* 91 tr tr tr tr
21,20 metilbenzaldehido (120) 119 tr - - -
21,92 benceno-propenaldehido (132) 131 tr - -
22,10 benceno-propenaldehido (132) (o isbmero)  131tr - -
24,15 3-hidroxi-4-metilbenzaldehido (136) 136 tr tr tr -
25,78 hidroxi-metilbenzaldehido (136) (o isbmero36 1 tr -
31,19 etilideno-bencenoacetaldehido (146) 146 - rot -

2 Pb: pico bas€’. Los nimeros entre paréntesis se refieren al nGoermompuestos de cada famifiddbundancia
expresada en cuentas de area: +++: > 45.000.00045:6€00.000-15.000.000; +: 15.000.000-500.000n@imero
muy bajo de cuentas de &rea; -: no detecfados compuestos con asterisco fueron identificadediante patrones.

El grupo de lagetonas(Tabla 5) es unde los mas numerososn los dos tipos de queso

Palmero estudiados, pero sobre todo en los ahuntahgsenca de tuneraeca. Dentro de
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este amplio grupo de componentes se distinguetonas alifaticadineales y ciclicasasi

comocetonas aromaticas

Tabla 5. Cetonas (63) detectadas en las regiones exteinbtergor del queso Palmero ahumado con

aciculas de pindAP) y conpenca de tuneraeca (PT) junto con una indicacion de su abundanci

TR (min) Compuesto(peso molecular) Pb? AP PT
Ext (40P Int(14) Ext (56) Int(8)

Cetonas alifaticas lineales (10)

6,72 1-hidroxi-2-propanona (74) 43  ° - - - tr

7,28  3-hidroxi-2-butanona (88} 45 : . . tr

12,27 1-(acetiloxi)-2-propanona (116)* 43 - - tr -
13,10 2-heptanona (114)* 43 - - tr tr
16,29 1-(acetiloxi)-2-butanona (130) 57 - - tr -
25,44 2-decanona (156)* 58 tr - - -
29,01 2-undecanona (170)* 58 tr - tr -
35,57 2-tridecanona (198)* 58 - - tr tr
41,48 2-pentadecanona (226) 58 tr + tr -
49,55 2-octadecanona (268) 58 - tr - -

Cetonas alifaticas ciclicas (19)

9,25 ciclopentanona (84)* 55 tr - tr -
10,87 2-ciclopenten-1-ona (82) 82 tr tr tr -
11,17 2-metil-ciclopentanona (98) 69 tr - tr -
13,30 ciclohexanona (98)* 55 tr - tr -
13,80 2-metil-2-ciclopenten-1-ona (96)* 96 + - tr -
15,02 ciclohexen-1-ona (96) 68 tr - tr -
15,24 2-etilciclopentenona (110) (o isGmero) 67 tr - tr -
15,53 2,5-dimetil-2-ciclopentenona (110) (o isomeéro tr - - -
16,31 3-metil-2-ciclopenten-1-ona (96)* 96 + tr tr -
17,51 dimetil-2-ciclopentenona (110) (o isObmero) 67 tr - tr -
17,79 dimetil-2-ciclopentenona (110) (o isObmero) 67 tr - - -
17,86 3-metilciclohexanona (112)* 69 tr tr tr -
19,31 trimetil-2-ciclopenten-1-ona (124) (o isOme@9 tr - tr -
19,43 dimetil-2-ciclopenten-1-ona (110) (o isOmefd) + tr tr -
20,44 trimetil-2-ciclopenten-1-ona (124) (o is6mer@9 + tr tr -
21,05 3-etilciclopent-2-en-1-ona (110) (o isbmerdj1 tr - tr -
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Tabla 5. Continuacion.

TR (min) Compuesto(peso molecular) Pb? AP PT

Ext (40P Int(14) Ext (56) Int(8)
21,98 dimetil-ciclohexen-1-ona (124) (o isomero) 82 -° - tr -
22,50 dimetil-ciclohexen-1-ona (124) (o isbmero) 82 - - tr -
23,18 (ciclohexenil)-etanona (124) (o isbmero) 124 - - tr -

Dicetonas alifaticas ciclicas (8)

14,83 1,3-ciclopentanodiona (98) (o isbmero) 42 - - tr -

15,00 2,5-hexanodiona (114)* 43 - - tr

17,37 3,5-heptanodiona (128) (o isbmero) 128 - - tr -

18,92 3-metil-1,2-ciclopentanodiona (112) 112 ++ tr + tr
(cicloteno)*

20,11 3,5-dimetil-1,2-ciclopentanodiona (126) 126 + - tr -

22,01 dimetil-ciclopentanodiona (126) (o isdbmeroP6 1 - - tr -

22,63 3-etil-1,2-ciclopentanodiona (126)* 126 + tr tr -
(3-etilciclopentenolona)

26,06 etil-metil-ciclopentanodiona (140) (o0 is6meéd - - tr -

Cetonas aromaticas y otros (26)

20,60 1-fenil-etanona (120) (acetofenona)* 105 + tr tr -
23,07 1-fenil-2-propanona (134) 43 tr - tr
23,42 (metilfenil)-etanona (134) (o isémero) 119 tr - tr -
24,80 (metilfenil)-etanona (134) (o isébmero) 119 tr - tr -
25,26 (metilfenil)-etanona (134) (o isémero) 119 tr - tr -
28,03 1-(2,4-dihidroxifenil)-etanona (152) 137 tr - tr -
(o isébmero)
28,78 2,3-dihidro-1H-inden-1-ona (132) 132 + tr tr -
29,39 (dihidroxifenil)-etanona (152) (o isbmero) 713 - - tr -
29,68 3-metil-2,3-dihidro-1H-inden-1-ona (146) 131 tr - tr -
30,10 (hidroxi-metoxifenil)-etanona (166) 151 - - rt -
(o isébmero)
31,30 hidroxi-metoxifenil-etanona (166) (0 isOmetb) tr - tr -
31,94 metilbenzalacetona (160) (o isGmero) 145 - - tr -
32,81 metoxi-metil-acetofenona (164) (o isbmero) 4 16 - - tr -
34,13 dimetil-2,3-dihidro-1H-inden-1-ona (160) 160 tr - - -
(o isébmero)
34,95 2,5-di-tert-butil-1,4-benzoquinona (220)* 220 - - tr -
35,10 dimetil-2,3-dihidro-1H-inden-1-ona (160) 160 tr - tr -
(o isébmero)
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Tabla 5. Continuacion.

TR (min) Compuesto(peso molecular) Pb? AP PT
Ext (40P Int(14) Ext (56) Int(8)
35,18 hidroxi-dimetoxifenil-etanona (196) 181 tr - tr -
(o isébmero)
35,42 dimetil-2,3-dihidro-1H-inden-1-ona (160) 160 - - tr -
(o isébmero)
35,52 1-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-etanona (166) 151 tr - tr tr
(acetovanillona)*
35,94 (dimetoxifenil)-etanona (180) (o isomero) 180 - - tr -
36,60 2-metil-1,4-naftalenodiona (172) 172 tr - tr -
36,85 1-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-2-propanona (188Y tr - tr -
(propiovanillona)*
39,41 1-(1-naftalenil)-etanona (170) (o isbmero) 017 - - tr -
39,86 difenil metanona (182) 105 + tr tr tr
42,64 1-(4-hidroxi-3,5-dimetoxifenil)-etanona (19631 - - tr -
(acetosiringona)*
49,01 9,10-antracenodiona (208) 207 tr tr tr tr
50,75 1,4-dimetil-9,10-antracenodiona (236) 236 tr tr - -

2 Ph: pico basé Los nimeros entre paréntesis se refieren al nGoermompuestos de cada famifisdbundancia
expresada en cuentas de area: +++: > 45.000.00045:600.000-15.000.000; +: 15.000.000-500.000n@imero
muy bajo de cuentas de area; -: no detecfbdes compuestos con asterisco fueron identificadediante patrones.

Dentro del subgrupo de cetoradgaticas linealesdestaca la presencia, en concentraciones
a nivel de trazas, de variatetilcetonasle entre 7 y 18 atomos de carbono. Las metilcetona
son componentes del queso bien conocidos cuya éadmae ha atribuido a [oxidacion de
acidos grasos. Dentro de las cetonas alifaticashiéan hay un subgrupo de cetorddicas
mas numerosas que las linealey presentes sobre todo en la regidon exteriomagoa tipos
de queso, ya que son conocidos componentes del f@oikén e Ibargoitia, 1996). Entre
ellas destacan por su abundancia de area en le®gj@umados coaciculas de pino
algunas metil-, dimetil- y trimetil-ciclopentenond@entro del grupo de cetonas alifaticas cabe
mencionar la ausencia casi total de concentracidetsctables de acetoina (3-hidroxi-2-
butanona) y diacetilo (2,3-butanodiona), comporseatenunes en otros tipos de queso.

Las dicetonas ciclicasaunque poco numerosas, presefamndancias mas altas que la

mayor parte de cetonas detectadaslestacando entre ellas el cicloteno. A pesarugelas
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cetonas ciclicas son componentes del humo bierco®(Maga, 1988), puede observarse la
presencia de algunas de ellas en concentraciomieslale trazas en el interior de los quesos,
probablemente como consecuencia de un procesduseddi desde el exterior.

Por ultimo, entre las cetonas se incluye un impbetaimero deetonas aromaticasla
mayor parte de ellas componentes del humo, paudosg encontraron casi exclusivamente en

la regidn exterior.

Los hidrocarburos (Tabla 6) constituyerotro de los grupos de componentesnas

numerosos en ambos tipos de quesaunque la mayor parte de ellos estan presentes en
concentraciones muy pequefias. Entre éstos se @mdhigrocarburos alifaticos saturados
insaturados asi comomonoaromaticosy poliaromaticos Dentro de los hidrocarburos
alifaticos, se observan hidrocarburos lineales de entre 8 watémos de carbono, si bien
aguéllos con una cadena de entre 9 y 14 atomosrtéerm sélo fueron detectados en los
quesos ahumados cariculas de pinoTanto los hidrocarburos lineales saturados carso |
insaturados han sido detectados en queso sin al{uaraayoz y col., 2001), si bien algunos
de ellos pueden ser también componentes del humiiigiGe Ibargoitia, 1998). En el caso
concreto de los quesos Palmeros estudiados, sevaligee, en los ahumados cariculas de
pino, la mayoria de los hidrocarburos alifaticos egifesentes en las diferentes partes del
gueso, mientras que en los ahumados pemca de tunera sec@arecen Unicamente en el
exterior. Por tanto, el origen de este tipo de cameptes podria ser diferente en ambos tipos
de queso. Sin embargo, en el caso de los hidrawamono- y poli-aromaticos la mayor
parte fueron detectados exclusivamente en la regiirrior de ambos tipos de queso
Palmero, lo que apunta claramente al humo comocipeh origen de este tipo de
componentes. No obstante, en los quesos ahumadoac@mulas de pinpalgunos de los
hidrocarburos aromaticos fueron detectados tantal erterior como en el interior, en ambos
casos en concentraciones a nivel de trazas; este ge manifiesto que este tipo de
componentes también podrian estar presentes etHa de partida para la elaboracion del

queso, posiblemente como consecuencia de la ingestgparte de las cabras de forraje
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contaminado o debido a otras causas. De hechg atiores también han informado de la
presencia de algunos de estos hidrocarburos, coemntosc alquilbencenos, en queso sin
ahumar (Martinez-Castro y col., 1991; Careri y,ci®94; Jaillais y col., 1999).

Tabla 6. Hidrocarburos (56) detectados en las regiones iexterinterior del queso Palmero
ahumado comciculas de pingAP) y con penca de tunera seca (PT) junto coninsliaacion de

su abundancia.

TR (min) Compuesto(peso molecular) Pb? AP PT
Ext (42 Int(15) Ext(39) Int(3)
Hidrocarburos alifaticos (19)
13,47 nonano (128§* 43 tF tr - -
20,41 2,3-dimetil-3-isopropil-ciclopenteno (138) 95 - - tr -
(o isébmero)
25,68 dodecano (170)* 57 - tr - -
32,28 tetradeceno (196) 57 tr - - -
32,53 tetradecano (198)* 57 tr - - -
34,90 1-pentadeceno (210) (o isGmero) 57 + tr tr
38,60 hexadecano (226)* 57 - - tr -
40,87 1-heptadeceno (238) 83 tr tr tr tr
41,26 heptadecano (240)* 55 tr + + -
43,84 1-octadeceno (252) (o isbmero) 57 tr - -
44,12 octadecano (254)* 57 tr tr tr -
45,34 3,7,11,15-tetrametil-2-hexadeceno (280) 70 tr tr
(fiteno)
49,10 eicoseno (282)* 281 tr tr tr -
51,04 hidrocarburo lineal - - - tr
52,29 hidrocarburo lineal - tr - -
54,22 hidrocarburo insaturado - tr - - -
55,26 hidrocarburo lineal - + tr -
55,74 hidrocarburo lineal - tr - tr
65,87 escualeno (410)* 69 - + tr -
Hidrocarburos monoaromaticos (14)
12,30 dimetilbenceno (106) (isémero) 91 tr tr -
13,19 estireno (104)* 104 tr - -
13,31 dimetilbenceno (106) (isémero) 91 tr - -
18,90 metil-metiletil-benceno (134) (isbmero) 119 - tr -
27,31 butil-benceno (134) 91 tr tr
29,28 1,2,4,5-tetrametil-benceno (134) (o isbmer@}9 tr tr tr
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Tabla 6. Continuacion.

TR (min) Compuesto(peso molecular) Pb2 AP PT
Ext (42 Int(15) Ext (39) Int(3)

30,06 etilbutenil-benceno (146) (o isbmero) 146 - - tr -
32,20 etilbutil-benceno (162) (o isbmero) 162 - - rot -
32,48 buitiletil-benceno (162) (o isbmero) 162 - - rot -
33,35 butenil-dimetil-benceno (160) (o isomero) 160 - - tr -
33,78 trietil-benceno (162) 162 tr - tr -
33,89 1-butenil-dimetil-benceno (160) (o isbmero)451 tr - tr -
33,91 1,1'-metilenebis-benceno (168) (o isbmero) 8 16 tr tr tr tr
35,28 hexametil-benceno (162) (o isbmero) 162 - - rt -

Hidrocarburos poliaromaticos (23)

19,77 1H-indeno (116) 116 + - tr -

23,90 metil-1H-indeno (130) (isbmero) 130 tr - -

24,15 metil-1H-indeno (130) (isbmero) 130 tr - -

24,27 azuleno (128) 128 tr - - -

25,31 naftaleno (128)* 128 + - tr -

27,45 decahidro-naftaleno (138) 138 tr - tr

29,36 2-metilnaftaleno (142)* 142 tr tr tr -

29,93 1-metilnaftaleno (142)* 142 tr - tr -

30,46 2,3-dihidro-trimetil-1H-indeno (160) 160 tr - - -
(o isébmero)

30,99 2,3-dihidro-trimetil-1H-indeno (160) 160 tr - - -
(o isébmero)

32,16 1,1'-bifenilo (154) 154 tr - tr -

32,69 etil-naftaleno (156) 156 tr - tr -

33,38 2,3-dihidro-trimetil-1H-indeno (160) 160 tr - tr -
(o isébmero)

33,51 dimetil-naftaleno (156) 156 tr - tr -

33,56 2,2'-dimetil-1,1'-bifenilo (182) (o isbmero) 182 tr - tr -

33,65 2,3-dimetil-naftaleno (156) (o isbmero) 156 r t - tr -

33,73 tetrahidro-dimetil-naftaleno (160) 160 tr - rt -
(o isébmero)

34,56 acenaftileno (152)* 152 + - tr -

34,66 dimetilnaftaleno (156) (o isbmero) 156 - - tr -

35,89 etil-1,1'-bifenilo (182) (o isGmero) 182 - - tr -

37,93 trimetilnaftaleno (170) (isbmero) 155 - - tr -

38,63 9H-fluoreno (166) 166 tr - tr -
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Tabla 6. Continuacion.

TR (min) Compuesto(peso molecular) Pb2 AP PT
Ext (42 Int(15) Ext (39) Int(3)

44,19 fenantreno (178)* 178 tr - tr -

2 Pb: pico base’ Los nimeros entre paréntesis se refieren al niaercompuestos de cada famifiaAbundancia
expresada en cuentas de area: +++: > 45.000.000t5t800.000-15.000.000; +: 15.000.000-500.000ndmero muy
bajo de cuentas de &rea; -: no detectitlos compuestos con asterisco fueron identificadediante patrones.

Losderivados de furano y de pirano(Tabla 7) constituyen otro grupo bastante numeroso

en los dos tipos de queso Palmero estudiados,cs@nmiimero mas alto en los ahumados
con penca de tuneraseca Este tipo de componentes pueden dividirse ensdbgrupos
diferentes: por un lado, los de peso molecular ba@s, procedentes fundamentalmente del
humo, y por otro, el grupo dg y é-lactonas, con pesos moleculares, en general, mas
elevados.

Dentro de los primeros, destacan por su abunddecéea el 2-furanmetanol y el acido 2-
furancarboxilico, seguidos por 2-furancarboxaldehacetilfurano o |g-crotonolactona en
los quesos ahumados caciculas de pinpy el maltol en los ahumados cpanca de tunera
seca. Probablemente debido a su alta abundancias ejuesos ahumados caoiculas de
pino se observa que algunos de estos componentesge@kis tipicos del humo (Guillén e
Ibargoitia, 1996), estan presentes también en wriam de los quesos, aunque en
concentraciones a nivel de trazas; al igual quel@aso de las cetonas ciclicas, esto podria
ser resultado de un proceso de difusion desderia pes externa. En relacién conyay -
lactonas, de entre 7 y 18 atomos de carbono, @&fimas que se detectd un alto nimero de
ellas; éstas podrian ser consideradas como comigsnemmunes del queso, resultantes de la
ciclacién de hidroxiacidos, si bien en el quesarfeab este tipo de componentes parece mas

numeroso que en otros tipos de quesos (Urbach).1990
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Tabla 7. Derivados de furano y pirano (34) detectados smdgiones exterior e interior del queso
Palmero ahumado coaciculas de pingAP) y conpenca de tuneraseca (PT) junto con una

indicacion de su abundancia.

TR (min) Compuesto(peso molecular) Pb2 AP PT
Ext (21F Int(17) Ext(31) Int(8)
11,05 2-furancarboxaldehido (98)* 96 + - tr -
11,63 2-furanmetanol (98)* 98 ++ tr tr tr
14,02 1-(2-furanil)-etanona (110) (2-acetilfurano)95 + tr tr tr
14,39 2(3H)-dihidrofuranona (86) 42 + tr tr tr
14,15 2(5H)-furanona (84y-crotonolactona)* 55 + tr tr tr
15,23 5-metil-2(5H)-furanona (98)* 55 tr - tr -
15,80 acido 2-furancarboxilico (112) 95 ++ tr tr -
16,14 3-metil-5-metiliden-2(5H)-furanona (110) 110 tr - tr -
(o isébmero)
16,27 5-metil-2-furancarboxaldehido (110)* 110 - - tr -
16,82 2-furancarboxilato de metilo (126) 95 tr - tr -
18,16 1-(2-furanil)-1-propanona (124) (o isbmero)5 9 - - tr -
19,20 2-metil-3-furancarboxilato de metilo (140) 014 - - tr -
(o isébmero)
19,75 3-metil-2(5H)-furanona (98)* 55 - - tr -
20,28 5-metil-2(3H)-dihidrofuranona (100) 42 - tr - -
22,42 3-hidroxi-2-metil-4H-piran-4-ona (126) 126 tr - + tr
(maltol)*
22,98 propil-2(3H)-dihidrofuranona (128) (0 isSOmMg? - - tr -
23,06 1-(5-metil-2-furanil)-1-propanona (138) 95 - - tr -
(o isébmero)
25,06 hidroxi-(hidroximetil)-4H-piranona (142) 142 - - tr -
(o isébmero)
25,71 etil-hidroxi-4H-piranona (140) (o isbmero) 014 - - tr -
27,87 y-octalactona (142) 85 - - tr -
28,91 d-octalactona (142) 99 tr + tr tr
35,80 o-decalactona (170)* 99 tr tr tr tr
36,19 2-metil-8H-ciclohepta(b)furan-8-ona (160) 160 tr - tr -
(o isébmero)
36,66 metil-ciclohepta(b)furanona (160) (0 isom&6d) tr - - -
38,92 d-undecalactona (186) 99 - tr - -
40,49 y-dodecelactona (196) 85 tr tr tr -
41,12 y-dodecalactona (198)* 85 tr + tr tr
41,94 d-dodecalactona (198)* 99 tr tr tr -
46,66 y-tetradecalactona (226) 85 - tr tr -
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Tabla 7. Continuacion.

TR (min) Compuesto(peso molecular) Pb2 AP PT

Ext (21F Int(17) Ext(31) Int(8)
47,45 d-tetradecalactona (226) 99 tr tr tr -
51,68 y-hexadecalactona (254) 85 tr tr tr -
52,45 d-hexadecalactona (254) 99 tr tr tr -
56,23 y-octadecalactona (282) 85 - - tr -
56,97 d—octadecalactona (282) 99 tr tr tr -

2 Pb: pico base’ Los nimeros entre paréntesis se refieren al niaercompuestos de cada famifiadAbundancia
expresada en cuentas de area: +++: > 45.000.000t5t600.000-15.000.000; +: 15.000.000-500.000ndmero muy
bajo de cuentas de &rea; -: no detectatlos compuestos con asterisco fueron identificadediante patrones.

Otro grupo tan numeroso como el de derivados de furano girano es el de logteres
(Tabla 8), el cual se divide a su vez en tres symg:alquil-alquil éteres, éteres ciclicos o
derivadosde benzofuranoy alquil-aril éteres (éteres alifatico-aromaticospunque los
alquil-alquil éteres son los menos numerosos eroartipos de queso, entre ellos se incluyen
algunos de los componentes con abundancias masdeltéro del grupo de los éteres como,
por ejemplo, el 2-(2-etoxietoxi)-etanol. Cabe menar que los alquil-alquil-éteres estan
presentes tanto en la region exterior del quesmamia interior y, de hecho, algunos autores
ya han descrito su presencia en queso sin ahumaio (Wcol., 1993; Careri y col., 1994;
Lecanu y col., 2002). En relacién con el resto teed§ detectados, podria decirse que en su
mayoria proceden del humo, tal como puede dedudissu presencia basicamente en la
region exterior de los quesos. Dentro de éstosmiéds abundantes en los quesos ahumados
conaciculas de pingon algunos alquil-aril éteres como dimetoxi-iypétoxi-bencenos; en el
caso de los ahumados cpanca de tuneraeca, todos los éteres procedentes del humo se
encuentran en concentraciones a nivel de trazas.

Tanto los derivados de furano y pirano como losétque proceden fundamentalmente del
humo son algo mas numerosos en los quesos ahumaaipsnca de tuneraeca, si bien las

abundancias de algunos de ellos son mas altas emlonados coaciculas de pino
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Tabla 8. Eteres (35) detectados en las regiones exteritegar del queso Palmero ahumado con
aciculas de pindAP) y conpenca de tuneraeca (PT) junto con una indicacion de su abunéanci

TR (min) Compuesto (peso molecular) Pb? AP PT
Ext (25 Int(6) Ext(33) Int(3)

Alquil alquil éteres (3)

17,96 2-(2-etoxietoxi)-etanol (134) 45 4+  ++ ++ ++
23,34 4-butoxi-1-butanol (146) 57 tr tr tr tr
31,01 1,4-dibutoxi-butano (202) 71 tr ++ tr +

Eteres ciclicos o derivados de benzofurano (10)

17,77 benzofurano (118) 118 tr - tr -
22,31 2-metil-benzofurano (132) (o isébmero) 131 tr - tr -
23,89 dihidrobenzofurano (120) (o isbmero) 120 tr - tr -
26,13 dimetilbenzofurano (146) (o isémero) 146 tr - tr -
26,24 dihidrobenzofurano (120) (o isbmero) 120 + tr tr -
26,45 dimetilbenzofurano (146) (o isdmero) 146 tr - - -
28,05 7-metoxi-benzofurano (148) 148 - - tr -
31,12 1(3H)-isobenzofuranona (134) 105 - - tr -
36,60 dibenzofurano (168) 168 tr - tr -
40,65 metildibenzofurano (182) (o isbmero) 182 - - tr -

Eteres alifatico-aromaticos (22)

18,65 4-metil-1-metoxibenceno (122) 122 tr - tr -
21,97 metil-1-metoxibenceno (122) (o isbmero) 122 - - tr -
23,67 1,2-dimetoxibenceno (138)veratrol) 138 tr - tr -
24,98 1,4-dimetoxibenceno (138)* 123 + - tr -
25,25 1,3-dimetoxibenceno (138)* 123 + - tr -
26,01 (eteniloxi)-benceno (120) (o isomero) 120 - - tr -
26,54 2-fenoxi-etanol (138) 137 tr tr tr -
26,57 dimetoxitolueno (152) (o isbmero) 152 tr - tr -
27,11 dimetoxitolueno (152) (o isomero) 152 tr tr rt -
27,57 dimetoxitolueno (152) (o isomero) 152 tr - tr -
28,08 dimetoxitolueno (152) (o isbmero) 152 - - tr -
29,71 trimetoxibenceno (168) (o isbmero) 168 + - tr -
29,81 dimetoxitolueno (152) (o isbmero) 152 tr - tr -
31,90 metil-propenil-metoxibenceno (162) 162 tr - rt -
(o isébmero)
32,76 5-metil-1,2,3-trimetoxibenceno (182) 182 tr - tr -
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Tabla 8. Continuacion.

TR (min) Compuesto (peso molecular) Pb? AP PT
Ext (25 Int(6) Ext(33) Int(3)
34,25 metil-propenil-metoxibenceno (162) 162 tr - - -
(o isébmero)

35,20 propenil-dimetoxibenceno (178) (o isbmero)8 17 - - tr -
35,73 propenil-dimetoxibenceno (178) (o isdbmero)8 17 tr - tr -
37,03 propenil-dimetoxibenceno (178) (o isbmero)8 17 - - tr -
37,33 propenil-dimetoxibenceno (178) (o isbmero)8 17 tr* - tr -
37,42 propenil-trimetoxibenceno (208) (o isomero)8 2 - - tr -
40,22 propenil-trimetoxibenceno (208) (o0 isomero)8 2 - - tr -

2 Ph: pico basé Los nimeros entre paréntesis se refieren al nGoermompuestos de cada famifisdbundancia
expresada en cuentas de area: +++: > 45.000.00045:600.000-15.000.000; +: 15.000.000-500.000n@Iimero
muy bajo de cuentas de area; -: no detecfbdes compuestos con asterisco fueron identificadediante patrones.

Una de las principales diferencias entre el perbilati de los quesos ahumados con
aciculas de pingy con penca de tuneraeca se encuentra en el grupo detéwpenos y
sesquiterpenos(Tabla 9). Asi, mientras que este tipo de compm@senonespecialmente
numerosos en los quesos ahumados caniculas de pinpen los ahumados cqgenca de
tuneraseca unicamente se ha detectado un terpeno. sangia de terpenos y sesquiterpenos
asi como de algunos de sus derivados oxigenadasiemas de pin@sta bien documentada
(Lapp y Von, 1982; Papadopoulou y Koukos, 1996;ddkscu y Gleizes, 2002), por lo que
Su presencia en este tipo de queso podria semidaibundamentalmente al humo utilizado en

su ahumado, y de hecho, estos componentes se @aousrbre todo en el exterior.
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Tabla 9. Terpenos, sesquiterpenos, derivados oxigenadaepkes (14) detectados en las regiones

exterior e interior del queso Palmero ahumado axdnulas de pindAP) y conpenca de tunera

seca (PT) junto con una indicacion de su abundancia

TR (min) Compuesto (peso molecular)

Pb?

Ext (11 Int (6)

PT

Ext (3) Int (0)

15,06 a-pineno (136)* 93 -

17,84 carvomenteno (138) (o isGmero) 95 - tr - -
19,07 limoneno (136)* 68 tr tr -

24,35 terpeno (136) 107 tr - - -
25,73 mirtenol (152) (o is6mero) 79 tr - - -
26,51 carveol (152) (o isdbmero) 81 tr - - -
32,12 sesquiterpeno (204) 105 tr - - -
32,71 sesquiterpeno (204) 105 tr - - -
33,28 cipereno (204) (o isbmero) 204 tr tr - -
33,64 trans-cariofileno (204) 204 tr tr - -
36,75 sesquiterpeno (204) 105 tr - - -
45,30 sesquiterpeno oxigenado - tr - tr -
67,70 colesta-3,5-dieno (368) 368 - - tr -
73,07 colest-5-en-3-0l (386) 386 - ++ + -

2 Ph: pico basé’ Los nimeros entre paréntesis se refieren al nGoermompuestos de cada famifisdbundancia
expresada en cuentas de area: +++: > 45.000.00045:600.000-15.000.000; +: 15.000.000-500.000n@Iimero
muy bajo de cuentas de area; -: no detecfades compuestos con asterisco fueron identificadediante patrones.

Otro de los factores que podria contribuir a diferar los quesos Palmeros ahumados con
aciculas de pingy conpenca de tuner&s la presencia dierivados nitrogenados(Tabla
10), mas numerosos en los ahumados c@enca de tuneraeca Entre éstos se encuentran
derivados danitrilo y de indol, presentes en ambos tipos de queso, si bien exhlorados
conpenca de tuneraeca se observaron tambagrivados de quinolinaapenas presentes en
los ahumados coaciculas de pinoTanto benzonitrilo como los derivados de indai balo
detectados antes en queso sin ahumar (Barbiefi.,y1&®94; Careri y col., 1994; Sunesen y
col., 2001), habiéndose atribuido su presenciaagtizidad de las bacterias del acido lactico
sobre los aminoacidos (Gao y col., 1997; Kemmenpoly, 4997; Rychlik y Bosset, 2001;
Valero y col., 2001; Tavaria y col., 2002); sin erdo, en el caso de los quesos Palmeros, la

mayor parte de los derivados nitrogenados parewsEeger del ahumado.
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Del mismo modo que se ha comentado para otros amenpes del humo, en los quesos
ahumados comciculas de pinpoaquellos derivados nitrogenados con mayor abuiaate
area, tales como benzonitrilo, 1H-indol o metil-iidel, fueron detectados también en el

interior, aunque en concentraciones mas bajasmekexterior.

Tabla 10. Derivados nitrogenados (19) detectados en las megi@xterior e interior del queso
Palmero ahumado coaciculas de pindAP) y conpenca de tuneraseca (PT) junto con una

indicacion de su abundancia.

TR (min) Compuesto (peso molecular) Pb? AP PT

Ext (12° Int(4) Ext(16) Int(2)
15,17 dimetilpiridina (107) (o isbmero) 107 ° - - tr -
17,28 benzonitrilo (103) 103 + tr + tr
20,32 1-(1H-pirrol-2-il)-etanona (109) 94 tr - tr -
23,45 bencenoacetonitrilo (117) 117 + - tr -
27,26 bencenopropanonitrilo (131) 91 tr - tr -
27,32 quinolina (129) 129 - - tr -
27,35 fenil-propenonitrilo (129) 129 - - tr -
28,42 metil quinolina (143) (o isGmero) 143 - - tr -
28,44 metil-1H-indol (131) 131 tr - tr -
28,70 metil quinolina (143) (o is6mero) 143 - - tr -
29,16 isoquinolina (129) 129 tr - tr -
29,22 1H-indol (117) 117 + tr tr tr
30,14 isoquinolinol (145) (o isébmero) 145 - - tr -
31,18 3-(1-metil-2-pirrolidinil)-piridina (162) 162 tr tr - -

(nicotina)
31,76 dimetil-1H-indol (145) (o isGmero) 144 tr - - -
32,36 metil-1H-indol (131) (o isbmero) 130 + tr tr -
33,59 2-metil-1H-isoindol-1,3(2H)-diona (161) 161 r t - tr -
(o isébmero)

34,71 1H-isoindol-1,3(2H)-diona (147) (o isdmerod71 tr - - -
35,94 naftalenocarbonitrilo (153) (o isbmero) 153 - - tr -

2 Pb: pico bas€’. Los nimeros entre paréntesis se refieren al nGohermompuestos de cada famifiddbundancia
expresada en cuentas de area: +++: > 45.000.00045:6€00.000-15.000.000; +: 15.000.000-500.000n@imero
muy bajo de cuentas de &rea; -: no detecfados compuestos con asterisco fueron identificadediante patrones.

Por ultimo, elgrupo mas numeroso de componentes en ambos tipos gleesoPalmero

es el de losderivados fendlicos(Tabla 11), constituido poderivados de fenglde 2-
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metoxifenoly de 2,6-dimetoxifeno] siendo los primeros los mas abundantes. Todos stin
componentes del humo bien conocidos (Maga, 1988)e yhecho la mayor parte fueron
detectados exclusivamente en la region exteridoslguesos. Ademas de por su alto numero,
los derivados fendlicos destacan también por swnddmcia, siendo fenol, guayacol (2-
metoxifenol), algunos de los derivados alquiladesathbos y siringol (2,6-dimetoxifenal),
aquéllos con los valores de area mas altos entos tos presentes en el espacio de cabeza de
estos quesos. Precisamente la presencia de altadamitias de algunos de estos componentes
en el exterior de los quesos puede explicar quietxten también en la parte interior, como
resultado de un proceso de difusion.

En la Tabla 11 puede comprobarse que las abundameibos derivados de fenol son mas
altas en los quesos ahumados aoitulas de pin@ue conpenca de tuneraeca, si bien en
estos Ultimos se observa que el grupo de siringdegvados no sélo es un poco mas
numeroso, sino que ademas las abundancias de slgignellos son mas altas que en los
ahumados coaciculas de pino

En los quesos ahumados cpenca de tuneraseca, ademas, se detectaron también en
concentraciones a nivel de traza#enol derivados como pirocatecol y algunos de sus
derivados, practicamente ausentes en los ahumadaiculas de pinoPor tanto, este tipo
de componentes, conocidos por sus propiedadesaiindes, podrian considerarse como un
elemento distintivo de los quesos ahumados pmnca de tunerageca. Y o mismo podria
decirse de loderivados de naftaleno| presentes Unicamente en estos ultimos.

En general, las abundancias de los componentdside respecto al total de componentes
presentes en el espacio de cabeza de los quesosiddsl coraciculas de pindueron mas
altas que en el de los ahumados penca de tuneraeca esto parece indicar que el grado de

ahumado alcanzado era mas bajo en estos ultimos.
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Tabla 11. Derivados fendlicos (78) detectados en las regiandsrior e interior del queso
Palmero ahumado caaciculas de pindAP) y conpenca de tuneraeca (PT) junto con una

indicacion de su abundancia.

TR (min) Compuesto (peso molecular) Pb? AP PT
Ext (63 Int(18) Ext(71) Int(3)

Derivados de fenol (46)

16,89 fenol (94)* 94  ++F tr ++ tr
19,97 2-metilfenol (108)* 108 +++ tr ++ -
20,79 4-metilfenol (108)* y 3-metilfenol (108)* 107 +++ tr ++ -
22,15 2,6-dimetilfenol (122)* 122 ++ tr + -
23,28 2-etilfenol (122)* 107 ++ tr + -
23,69 2,4-dimetilfenol (122)* y 122 +++ tr + -
2,5-dimetilfenol (122)*

24,35 propilfenol (136) (o isbmero) 107 tr - - -
24,36 4-etilfenol (122)* 107 + tr + -
24,44 3-etilfenol (122)* 107 + - + -
24,85 2,3-dimetilfenol (122)* 122 + - tr -
25,15 etil-metilfenol (136) (o isbmero) 121 + - tr -
25,38 dimetilfenol (122) (o isbmero) 122 + - tr -
25,69 trimetilfenol (136) (o is6mero) 121 tr - tr -
25,87 trimetilfenol (136) (o is6mero) 121 + - tr -
26,41 propilfenol (136) (o isbmero) 107 tr - tr -
26,67 etil-metilfenol (136) (o isbmero) 121 + tr tr -
26,77 etil-metilfenol (136) (o isbmero) 121 + - tr -
26,93 trimetilfenol (136) (o is6mero) 121 + - tr -
27,09 etil-metilfenol (136) (o isbmero) 121 + - tr -
27,21 etil-metilfenol (136) (o isbmero) 121 + - tr -
27,57 propenil-fenol (134) (o isbmero) 134 tr - tr -
27,69 metil-metiletil-fenol (150) (o isbmero) 135 r t - tr -
27,72 propilfenol (136) (o isbmero) 107 tr - tr -
27,78 metiletil-fenol (136) (o isbmero) 121 + tr tr -
27,91 etil-metilfenol (136) (o isbmero) 121 tr - - -
28,12 trimetilfenol (136) (o is6mero) 121 tr - tr -
28,28 trimetilfenol (136) (o isdmero) 121 + - tr -
28,45 trimetilfenol (136) (o isdmero) 121 tr - tr -
28,49 metil-metiletil-fenol (150) (o isbmero) 135 r t - - -
28,90 metil-metiletil-fenol (150) (o isbmero) 135 r t - tr -
28,91 propenil-fenol (134) (o isbmero) 134 tr - tr -
29,10 metil-metiletil-fenol (150) (o isbmero) 135 + - tr -
29,35 etilmetil fenol (136) (0 isGmero) 121 tr - tr -
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Tabla 11.Continuacion.

TR (min) Compuesto (peso molecular) Pb?

Ext (63F Int (18)

PT
Ext (71) Int (3)

29,54 metilpropil-fenol (150) (o isémero) 121
29,64 dietilfenol (150) (o isbmero) 135
30,21 metilpropil-fenol (150) (o isémero) 121
30,65 2-(1,1-dimetiletil)-4-metil-fenol (164)* 164
30,69 propenil-fenol (134) (o isbmero) 134
30,75 metil-propil-fenol (150) (o isbmero) 121
33,42 dimetil-propenil-fenol (162) (o isbmero) 162
36,10 2,4-bis(1,1-dimetiletil)-fenol (206)* d 191
36,31 2,6-bis(1,1-dimetiletil)-4-metil-fenol (220) 205
(BHT)*
36,48 (1,1-bifenil)-3-ol (170) 170

37,87 2,6-bis(1,1-dimetiletil)-4-etil-fenol (234) 6 234
2,4-di-tert-butil-metilanisol (234) (ionol)

39,93 tri-butilfenol (262) (o isbmero) 233
53,44 4,4'-(1-metiletilidene)bis-fenol (228) 213
(o isébmero)

Derivados de naftalenol (3)

30,57 1-naftalenol (144) 144
33,59 metil-1-naftalenol (158) (o isbmero) 158
40,84 metoxi-naftalenol (174) (o isbmero) 174

Difenol derivados (5)

23,57 3-metoxi-1,2-bencenodiol (140) 140
(3-metoxipirocatecol)*

25,68 1,2-bencenodiol (110) (pirocatecol)* 110

27,90 3-metil-1,2-bencenodiol (124) 124

(3-metilpirocatecol)*
28,01 2-metoxi-1,4-bencenodiol (140) (o isdbmero) 0 14
28,99 4,5-dimetil-1,3-bencenodiol (138) (0 isOmek83

Metoxifenol derivados (14)

21,52 2-metoxifenol (124) (guayacol)* 109

23,38 2-metil-3-metoxifenol (138) (o isdmero) 123

25,50 4-metil-2-metoxifenol (138) 123
(4-metilguayacol)*

26,99 2,3-dimetil-5-metoxifenol (152) 152

tr

tr
Ctr

tr
€ tr
rt
tr

tr

tr
tr

tr -

tr -
tr -
tr -

tr -
tr -
tr -

tr -
tr -

tr -
tr -

tr -

tr -

tr -
tr -

tr -

tr -

+++ tr

++ tr

tr -
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Tabla 11.Continuacion.

TR (min) Compuesto (peso molecular) Pb? AP PT
Ext (63 Int(18) Ext(71) Int(3)

28,64 4-etil-2-metoxifenol (152) (4-etilguayacol)*137 ++ tr ++ -

29,86 4-vinil-2-metoxifenol (150) 135 ++ tr ++ -
(4-vinilguayacol)*

31,31 4-(2-propenil)-2-metoxifenol (164) 164 + - + -
(eugenol)*

31,68 4-propil-2-metoxifenol (166) 137 + - + -
(4-propilguayacol)*

32,58 alil-metoxifenol (164) (o isbmero) 164 tr - rt -

32,74 4-hidroxi-3-metoxi-benzaldehido (152) 151 tr - tr -
(vanillina)*

33,02 4-(1-propenil)-2-metoxifenol (162) 164 + : + -
(isoeugenol)*

33,57 5-(1-propenil)-metoxifenol (164) (o isdmertbp4 tr - - -

34,33 4-(1-propenil)-2-metoxifenol (164) 164 + - + -
(isoeugenol isomero)*

35,04 alil-metoxifenol (164) (o0 isGmero) 164 - - tr -

Dimetoxifenol derivados (10)

27,44 dimetoxifenol (154) (o isomero) 154 tr - tr

31,08 2,6-dimetoxifenol (154) (siringol)* 154 + - ++ -

34,16 4-metil-2,6-dimetoxifenol (168) 168 + - +
(4-metilsiringol)*

36,29 propenil-dimetoxifenol (194) (o isomero) 194 tr - tr -

36,65 4-etil-2,6-dimetoxifenol (182) (4-etilsiringo182 tr - + -

38,41 4-vinil-2,6-dimetoxifenol (180) 180 - - tr -
(4-vinilsiringol)

38,94 4-(2-propenil)-2,6-dimetoxifenol (194)* 194 r t - tr -

39,12 4-propil-2,6-dimetoxifenol (196) 196 - - tr -
(4-propilsiringol)

40,33 4-(1-propenil)-2,6-dimetoxifenol (194) 194 - - tr -
(isémero)

41,72 4-(1-propenil)-2,6-dimetoxifenol (194) 194 tr - tr -

(isbmero)

2 Ph: pico basé. Los nimeros entre paréntesis se refieren al nGoermompuestos de cada famifisdbundancia
expresada en cuentas de area: +++: > 45.000.00045:600.000-15.000.000; +: 15.000.000-500.000n@imero
muy bajo de cuentas de area; -: no detecfades compuestos con asterisco fueron identificadediante patrones.

Como resumen de todo lo expuesto hasta ahora, piledese que, tal como cabria

esperar, la regién exterior de los quesos fue knta en componentes volatiles, debido a la
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presencia no solo de compuestos caracteristicagudsb sino también de los procedentes del
ahumado. La region interior, en cambio, resulté laeregion mas pobre en componentes
volatiles ya que, entre los compuestos procedatgelumo, solo difunden hacia el interior
aguéllos que se encuentran en abundancias del@azearala region exterior; entre ellos cabe
mencionar las cetonas ciclicas y dicetonas, algdangados de furano y pirano de bajo peso
molecular, algunos alquil-aril éteres y algunosivdelos de fenol y guayacol, aunque en
concentraciones a nivel de trazas. El hecho ddagddusion de los componentes del humo
hacia el interior del queso se produzca de formg limitada podria deberse al corto espacio
de tiempo transcurrido entre el proceso de ahurgada@onsumo de este queso. Como era de
esperar, el espacio de cabeza de la seccion lad@hgueso contiene mas componentes que
la region interior pero menos que la region exterio

Como caracteristico de estos quesos Palmeros maitédarse la riqueza en componentes
de su espacio de cabeza, debida en gran partecalsorde ahumado. Asi pues, los grupos de
componentes mas numerosos, tanto en los quesosadbsiroraciculas de pin@omo con
penca de tuneraeca, fueron precisamente algunos de los proceddaténumo, tales como
derivados fendlicos, cetonas ciclicas y arométiéases y derivados de furano y pirano. Por
otra parte, las abundancias de area mas altassevalbn para algunos derivados fendlicos y
acidos. A pesar de que una gran parte de companeoittiles fueron detectados en los dos
tipos de queso, sus proporciones difieren de uwmtra Ademas, también se encontraron
algunos grupos de componentes que podrian consderaracteristicos de cada una de las
dos variedades de queso Palmero estudiadas. Bhlcaso de los terpenos y sesquiterpenos
en los quesos ahumados @miculas de pinoy de los derivados difendlicos y de naftalenol
en los ahumados cqrenca de tuneraeca.Estos ultimos, ademas, se caracterizan por un
namero mas elevado de compuestos nitrogenadoscigspente de los derivados de

quinolina, y de derivados de siringol que en lossps ahumados caciculas de pino
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Objetivo 2: Estudio de los componentes volatiles de queso Heifiesin ahumar y queso

Herrefio ahumadoen distintas posiciones dentro del ahumader@anuscrito 3).

Se identificaron un total de 228 componentes, eogecuales habia acidos, alcoholes,
ésteres, hidrocarburos, aldehidos, cetonas, desved furano, lactonas, éteres, terpenos y
sesquiterpenos, derivados nitrogenados y fenolyagqad, siringol y derivados. Aunque el
namero de componentes detectados en el quesowitaalil20) fue mucho menor que en los
ahumados (221), en ambas variedades de queso blafreiiupo mas numeroso fue el de

hidrocarburos, incluyendo terpenos y sesquiterpenos

2.1. Comparacion de la fraccion volatil del queso étrefio sin ahumar y del queso

Herrefio ahumado

Aun cuando losacidos son componentes comunes del queso, puede deaeselgueso
Herrefio esparticularmente rico en este tipo de componentesiendo su abundancia, en

general, mas alta en el queso sin ahumar que ehiosados.

Por otra parte, también se observa que el quegeittertanto ahumado como sin ahumar,
es pobre ealcoholes

En relacién con logsteres hay que destacar que éstos sary escaso®n el espacio de
cabeza debueso sin ahumayr habiéndose identificado Unicamente til@stonas que son
ésteres ciclicos; esto difiere de lo observadoosmlesos ahumados, donde los ésteres son
bastante numerosos. La presencia de estos compenesii exclusivamente en el queso
ahumado indica que, o bien proceden del humo, 0 $o& el resultado de reacciones que
pueden tener lugar durante el proceso de ahumatte, @coholes y acidos presentes en el
gueso. Esta udltima hipo6tesis esta basada en ebhdhlgue los espacios de cabeza de los
quesos ahumados presentan un escaso numero deledcplunas abundancias bajas de casi
todos los acidos en comparacion con el queso simaih

Los ésteres detectados en el queso Herrefio ahusnadwincipalmente ésteres metilicos,

siendo el acetato y el benzoato de metilo los rbasdantes. Con respecto a las lactonas,
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dentro de éstas se distinguen dos tipos: furangrastonas) y piranonas ¢lactonas).Las
primeras soOlo estan presentes en los quesos ahsn&idcembargo, dentro de las piranonas
hay algunas que, como el maltol, son componentefuieo, mientras que otras aparecen
tanto en los quesos ahumados como en el sin alemaundancias similares; tal es el caso
de lad -octalactonad -decalactona ¥ -dodecalactona.

Los aldehidos constituyen ungrupo de componentes muy importanteen el queso
Herreflo. Hay que destacar, que, excepto aquelitehigos que son componentes del humo
bien conocidos, y que por tanto solo estan preseete el queso ahumado, o0 sus
concentraciones son mas altas en éste que enahwinar, los demas aldehidos, en general,
se encuentran en similares concentraciones en arabadades de queso.

El grupo de lascetonas es uno de los mayoritarios, tanto en nimero como en
abundancia enambos tipos de quescsiendo la acetoina la mas abundante en el queso s
ahumar. Dentro de este grupo, la mayoriaetenasalifaticasy ciclicasestan presentes tanto
en el queso sin ahumar como en los ahumados; lastygrimeras, hay varias metilcetonas
tales como 2-pentanona, 2-heptanona, 2-nonanonandéanona, que son componentes
comunes del queso. El ahumado enriquece el esdactabeza del queso Herrefio en este
tipo de compuestos, ya que aumenta la concentrat@dretonas alifaticasy de cetonas
ciclicas en relacion con el queso sin ahumar, como ejersplpueden citar la 3-metil-2-
ciclopenten-1-ona y varias dimetil- y trimetil-@glentenonas.

En cuanto a laslicetonas solo el diacetilo (2,3-butanodiona), componeraengn del
queso, ha sido encontrado en similar concentrgei®o en el queso sin ahumar como en los
ahumados; el resto solo estan presentes en loesjakemados, siendo las dicetooticas
mas abundantes que lasales

El espacio de cabeza del queso Herrefio contieaétainimero dehidrocarburos, tanto
alifaticos comoaromaticos estando la mayoria de lakfaticos en abundancias similares en
ambos tipos de queso. Ldsdrocarburos aromaticqsen cambio, son mas numerosos y
abundantes en los quesos ahumados, lo que indéck qouayoria de ellos tienen su origen en

el proceso de ahumado. Entre los hidrocarburos &ioos detectados en el queso sin
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ahumar, cabe destacar por su elevada abundantidueho, cuya presencia podria estar
relacionada con la contaminacion medioambientadroat metabolismo del-caroteno en la
leche. Asimismo, los hidrocarburos poliaromaticetedtados en la variedad sin ahumar
podrian ser resultado de la ingestion de alimetwosaminados por los animales productores
de la leche.

Tanto en el queso ahumado como en el sin ahunta gkentificado urelevado namero
de terpenos y sesquiterpengssiendoa-pineno y canfano los mas abundantes en ambos
casos. Este tipo de componentes pueden proceddruded, como en el caso del queso
Palmero ahumado carciculas de pinppero también de la leche empleada en la elalioraci
del queso, ya que estos compuestos se generammatatlolismo secundario de plantas, y por
tanto pueden llegar a la leche a través de sutingegor los animales productores de ésta.
Teniendo en cuenta que algunos terpenos y sefipntEs se encuentran en concentracion
similar en el queso Herrefio sin ahumar y en losratlos, su presencia podria atribuirse a la
alimentacion del ganado. No obstante, hay que aedak el proceso de ahumado enriquece
el perfil volatil del queso Herrefio en terpenos,satp dando lugar a concentraciones mas
altas de algunos de los presentes en el quesohsmaa, sino también aportando otros
terpenos nuevos como aloocimerwterpinoleno, a-terpineno yp-canfor. Por tanto, la
presencia de terpenos y especialmente sesquiterppadria considerarse como una
caracteristica distintiva de este tipo de queso.

Otra caracteristica importante de la composicién volatil del queso Herrefio la
constituyen loglerivados nitrogenados dentro de los que se incluydarivados de nitriloy
derivados de piridina y pirazinaAunque algunos de estos componentes estan pesanel
gueso sin ahumar, tanto su nimero como su aburdanoienta considerablemente con el
proceso de ahumado, especialmente de los derividpgidina. De hecho, entre todos los
derivados nitrogenados detectados, s6lo uno ds, @lalcaloidg3-nicotirina, se encuentra
en abundancia similar en ambos tipos de quesolopque su origen parece ser la leche
empleada para la elaboracion del queso y no ekpoode ahumado. Este compuesto, cuya

presencia en queso solo ha sido recogida en Idibz&willén y Abascal, 2012), ha sido
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descrito como uno de los alcaloides presentesN&mwtiana paniculata(Gonzalez y
Rodriguez, 1962), una de las especies potenciadminasoras que crece en las Islas
Canarias.

Los derivados fendlicos componentes tipicos del humo y detectados Unictemen el
queso Herrefio ahumado, contribuyen en alta prapoi total de componentes volatiles de
esta variedad, tanto en namero como en abundaBstan constituidos poienol y sus
derivados que son los mas numerosos, asi comodarivados de 2-metoxifengl 2,6-
dimetoxifenal siendo los mas abundantes guayacol (2-metoxifefamiol y metil- derivados
de ambos.

Los éteres también son componentes del humo bien conocidasllé® e Ibargoitia,
1998), si bien algunos de ellos estan presenteslequeso sin ahumar, aunque en
concentraciones mas bajas que en los ahumadostdegrapo se incluyeaquil-aril éteresy
derivados del furanosiendo estos ultimos los mas abundantes en eogabumado.
Precisamente uno de estos derivados del furar®figlincarboxaldehido, es el compuesto
mas abundante no solo entre los derivados de figi@mootambién entre todos los grupos de

volatiles detectados en el queso Herrefio ahumado.

2.2. Comparaciéon de los componentes detectados eérmgeeso Herrefio ahumado con los
del queso Palmero.

Aunque la fibra utilizada para el estudio del qu&amero no fue la misma que la
utilizada en el caso del queso Herrefio, se puedeangar algunas similitudes entre los
perfiles volatiles de ambos. Asi, hay que destquarlos componentes tipicos del humo tales
como derivados fendlicos, cetonas ciclicas y armasit dicetonas, alquil-aril éteres y
derivados de furano son, en general, los mas nwoenp algunos de los mas abundantes en
ambos tipos de queso. Es mas, como en los quesoerBs, en el queso Herrefo los
derivados fendlicos mas abundantes fueron guayBma) y derivados de ambos, como era

de esperar, al ser componentes mayoritarios deloh®m embargo, entre las cetonas
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aromaticas y dicetonas del queso Herrefio ahumaddasn metil-indanonas ni la 2-
ciclopenten-1,4-diona han sido detectadas en dRalsoero.

Aunque en menor proporcion que los grupos de coemges anteriormente citados, el
proceso de ahumado también enriquece el perfiltival@l queso Herrefio en ésteres,
aldehidos, hidrocarburos aromaticos y derivadesgenados.

En relacién con los ésteres, se observa que, éamt queso Herrefio ahumado como en
los Palmeros, la mayoria o gran parte de los pmted del ahumado son ésteres metilicos;
esto difiere de lo observado, en general, en quesosahumar, donde normalmente
predominan los ésteres etilicos (Delgado y coll(02@011; Hayaloglu y col., 2013).

Respecto a los derivados nitrogenados, debe seéalgue, aunque este tipo de
componentes se detectaron tanto en el queso Haeaxhefimado como en los quesos Palmeros,
se observan algunas diferencias entre ambos tpagielso. Asi, mientras que los derivados
de nitrilo se encontraron tanto en el queso Her@sino en el Palmerainguno de los
derivados de piridina y pirazina presentes en el ggso Herreiilo ahumaddue detectado
en los quesos Palmeros estudiados

Por ultimo, cabe destacar que, aun cuando el gdepterpenos y sesquiterpenos fue
bastante numeroso en el queso Palmero ahumadadaounlas de pinpalgunos de los
terpenos caracteristicos del queso Herrefio ahuntalés, como aloocimenai-terpinoleno,

a-terpineno yB3-canfor, no fueron detectados en el queso Palmero.

En resumen, puede decirse que, aunque se han eatorigunas similitudes entre el
perfil volatil del queso Herrefio ahumado y el detgp Palmero, hay algunos componentes o
grupos de componentes que podrian considerarseigspedel queso Herrefio y que podrian
contribuir a distinguirlo del Palmero, asi comoados tipos de queso ahumado; entre otros,
pueden citarse las metil-indanonas, los derivadopiddina y pirazina, y algunos terpenos
como aloocimenoq--terpinoleno,a--terpineno y3-canfor. Por otra parte, teniendo en cuenta
gue ninguno de estos componentes se encontrardos equesos Palmeros ahumados con

penca de tuneraeca, y que este Ultimo es uno de los materialgstales con los que se
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ahumo el queso Herrefio, podria pensarse que senpra®n este queso tal vez sea debida a

la madera de tronco de higuera utilizada para miog@tlhumo.

2.3. Influencia de la posicion en el ahumadero sobrel perfil volatil del queso Herrefio

ahumado

El analisis estadistico de los resultados no pwsondnifiesto diferencias significativas
entre las abundancias de la mayoria de componeatétles de los quesos ahumados en
posicibn A y en posicion B. No obstante, los reglds obtenidos sugieren un grado
ligeramente mas alto de ahumado de los quesos dosgrea la posicion A, ya que en éstos se

observaron abundancias mas altas de derivadosdesol
2.4. Comparacion del queso Herrefio sin ahumar corlgunos quesos de cabra.

En lineas generales, puede decirse que aunquesb tlerrefio esta hecho con mezcla de
leche de cabra, oveja y vaca, algunos quesos da caimo el espariol Ibores (Delgado y col.,
2011), el turco Gokceada (Hayaloglu y col., 20133l ajueso Teleme (Massouras y col.,
2006), losacidos ylascetonasse encuentraantre los principales grupos de componentes
del espacio de cabeza dgueso Herrefio Sin embargo, se han encontrado algunas
diferencias importantes entre el perfil volatil dpleso Herrefio y los de otros quesos de
cabra. Asi, mientras que el queso Herrefio podnigiderarse que es mas rico en cetonas,
aldehidos e hidrocarburos que otros quesos de,@broporcion de alcoholes y de ésteres
es muy baja. Por otra parte, en el queso Herrefibasedetectado algunos grupos de
componentes que no se encuentran habitualmentieostipos de queso de cabra, o al menos
no en numero tan alto, como, por ejemplo, terpegosesquiterpenos y derivados

nitrogenados.
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Objetivo 3: Determinacion de la contaminacion por HAPs de queso Palmerg
artesanal ahumado con dos tipos de materia vegetatascara de almendry penca de

tunera secaManuscrito 4).

Se estudid la presencia de HAPs en queso Palmaorablo por diferentes artesanos y
ahumado con dos tipos de materia vegetadcara de almendrg penca de tuneraeca, con
el fin de conocer el grado de contaminacion de #@pte de queso y estudiar la posible
influencia del material de ahumado en el perfiHAPs y en sus concentraciones.

Cabe sefialar que este estudio no se centré erupa de HAPs concreto y limitado, sino
que incluia todos los HAPs que pueden estar presentalimentos ahumados.

Los resultados obtenidos revelaron que todos l@sagi contenian HAPS, si bien sus
concentraciones totaleseranmucho mas bajas en los quesos ahumados cpanca de
tunera seca (de 29,21 upg/kg a 193,11 pg/kggue en los ahumados cortdscara de
almendra(de 42,46 pg/kg a 739,55 pg/kg ).

Entre los HAPs detectados se observo la preseractampuestos de bajo peso molecular,
como naftaleno o acenaftileno, pero también de HABsalto peso molecular, como
benzo(a)antraceno, criseno e incluso benzopirendser@o(ghi)perileno en dos de los
estudiados (uno de ellos ahumado céascara de almendrg el otro conpenca de tunera
seca).

Tal como cabria esperar teniendo en cuenta quenieigal fuente de HAPs en los quesos
estudiados es el proceso de ahumado, el perfil AlRsHle estos quesos Palmeros es muy
similar al observado anteriormente en aromas deoh{@uillén y col., 2000b, c; Conde y
col., 2005), asi como en otros quesos ahumadosrcaes espafoles (Guillén y Sopelana,
2004), de tal modo que:

- Tanto el numero como la concentracion de HAPsrdig fueron mayores que los de
HAPs pesados;

- Naftaleno y sus alquilderivados fueron los HARssrabundantes en todas las muestras;

- Los derivados alquilados fueron muy numerosogosiendo su concentracién entre un

52,5 % y un 67,0% del total, aun cuando este gdgpdAPSs es raramente considerado en los
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estudios sobre queso ahumado o alimentos en geSertahta principalmente de derivados de
naftaleno, pero también de fenantreno, fluorantepioeno.

Cabe destacar que, a pesar de que cada quesalfioeaelo por un artesano diferente, y de
gue cada uno presentaba un grado diferente dencimatzion, el analisis detallado del perfil
de HAPs permite observar algunsimilitudes en el perfil de HAPs de todos los queso
estudiados Asi pues, se ha encontrado umalacibon muy estrecha entre las
concentraciones de algunos pares de isdmerdal es el caso denantreno y antracenq
ya que el primero esta siempre presente en coac#érnir mas alta que el segundo; no
obstante, la relacion entre estos dos HAPs parecirvdependiendo de su nivel de
concentraciéon, siendo las muestras mas contamirdagdague presentan la proporcion mas
baja de fenantreno en relaciéon con antraceno. Qd¢fyeeros comdluoranteno y pireno
presentan una relacion mas constante entre susrtdosmciones, la cual varia entre 1,2 y 1,5
en todos los quesos, independientemente de su gexdontaminacion por HAPs. Valores
similares fueron observados en estudios previosesiabpresencia de HAPs en aromas de
humo (Guillén y col., 2000a,b), en humo (Conde ¥, c®005) y en quesos ahumados
comerciales (Guillén y Sopelana, 2004).

También se han encontradimilitudes en el perfil de HAPs de las diferentes muestras
relacion con los HAPs alquilados como por ejemplo entr2- y 1-metilnaftalenq cuyas
concentraciones guardan una relacion que varia &r#try 1,6.

Con el fin de estudiar en detalle si habia alg@hacion entre el tipo de materia vegetal
utilizada en el proceso de ahumado y el perfil d&APs de los quespse determinaron
ciertas relaciones entre las concentraciones denasg HAPs. Las relaciones estudiadas
fueron entre las concentraciones de naftaleno snteeno con el total de sus respectivos
derivados mono- y di-metiladosdcientes de alquilacioh Los valores de estos cocientes
eran algo mas bajos en los quesos ahumadosasmara de almendrgue en los ahumados
conpenca de tuneraecasobre todo los del cociente entre la concentradgfenantreno y la

de dimetilfenantrenos. Esto sugiere quiotanacion de HAPs alquiladosdurante el proceso
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de generacion del humo, particularmente de dineetliitrenos, estdas favorecidaen el
ahumado corascara de almendra

Por otra parte, teniendo en cuenta que, segun @nosdmecanismos propuestos para la
formacion de HAPs durante la pirdlisis de la madiesmHAPs mas pesados pueden formarse
a partir de otros de peso molecular mas bajo poréedde unidades mas pequefias a radicales
arilo (Frenklach y Warnatz, 1987), se calcularoimbién los cocientes entre las
concentraciones de parejas de HAPs que difieremreranillo aromatico qocientes de
aromaticidad), tales como naftaleno/acenaftileno, naftalenaiféreno, fenantreno/pireno y
pireno/benzo(a)pireno. De hecho, la formacién deariéreno a partir de naftaleno y de
benzo(a)pireno a partir de pireno han sido obsas/adeviamente (Mdhler, 1980).

Entre lasdiferencias atribuibles al material de ahumado utizado, se puede sefalar que
los valores del cociente naftaleno/acenaftilenolan quesos ahumados cadscara de
almendrason mas bajos que en los quesos ahumadggerma de tuneraeca, lo que parece
indicar unamayor tendencia a formarse acenaftileno a partir denaftaleno en lapirdlisis
de lascascara de almendraAdemas, si se comparan las dos Unicas muestrasiceles
detectables de benzo(a)pireno, una de ellas ahuotadaascara de almendra y la otra con
penca de tuneraeca, se observa que el cociente pireno/benzaajpes mucho mas bajo en
la primera; esto refleja una proporcion mas altdbeezo(a)pireno en el queso ahumado con
cascara de almendra

Aun cuando estos cocientes de aromaticidad perrajeeciar algunas diferencias entre
los quesos ahumados con ambas materias vegetatgsigh se observan algunos aspectos
comunes a todos ellos. Asi, considerando las nagesinumadas con una misma materia
vegetal, puede comprobarse que en aquéllas corrado gnas alto de contaminacion por
HAPs, los valores de los cocientes naftaleno/atiGared y naftaleno/fenantreno son mas
bajos que en el resto de las muestras. De estdapoderirse que lazondiciones de
ahumado que conducen a una mayor generacion de HAPslan lugar también a

proporciones mas altas de acenaftileno y fenantrenen relacion con naftaleng esto
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podria estar relacionado con una formacion massatde HAPs de peso molecular méas alto
a partir de naftaleno en tales condiciones.

Por dltimo, cabe sefialar que @ciente entre las concentraciones de fenantreno y
pireno, el cual podria expresar la formacién de pireparir de fenantreno, &t que menos
varia, siendo sus valores del mismo orden en los quesasiados copenca de tuneraeca
(4,4-10,0) y corcascara de almendr¢b,3-8,2)

Con el objetivo de analizar si existia alguakacion entre la intensidad de ahumado de
los distintos quesos y su grado de contaminaciorr ptAPs, se comparé este Ultimo
parametro con la abundancia total de algunos coemtes tipicos del humo en el espacio de
cabeza de cada queso, asumiendo que una concéminaEs alta de este tipo de componentes
es debida a un ahumado mas intenso. Asimismo, a&atkebh de comprobar si el grado de
ahumado podia influir de diferente forma en la emtiacion en el queso de ciertos HAPs, se
calcularon las concentraciones totales de HAPsdgyg pesados.

Los resultados obtenidos pusieron de manifiestq go&e los quesos ahumados con el
mismo tipo de materia vegetal, el grado de ahunpadlecia tener influencia principalmente
en la concentracion de los HAPs pesados. Asi, emlorecientes en concentraciones totales
de componentes del humo coincidian con valoreserrs en las concentraciones de HAPs
pesados.

En relacidn con la presencia ##APs carcinogénicos se detectaron compuestos con
diferentes grados de carcinogenicidad en todasilesstras estudiadas. Entre ellos, naftaleno
y benzo(a)antraceno, considerados por la IARC cdpusiblemente carcinogénicos en
humanos” (grupo 2B; IARC, 2002, 2010), estabanemtes en todos los quesos estudiados.
Sin embargo, hay que sefialar que, mientras queedlde benzo(a)antraceno era muy bajo
en todos los casos (entre 0,03 y 1,01 pg/kg), leaftaera el HAP mas abundante en la
mayoria de los quesos.

Ademas, en dos de las muestras estudiadas se adeteaitros HAPs de alto peso

molecular, considerados también como “posiblemeateinogénicos en humanos” por la
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IARC, como benzofluorantenos e indeno(1,2,3-cdjjmiyeaunque en concentraciones muy
bajas.

Benzo(a)pirenq unico HAP clasificado por la IARC como “carcinogegn en humanos”
(grupo 1), sélo fue detectado en dos de las msessidiadas, y en concentraciones mucho
mas bajas que el maximo de 10 pg/kg establecid&spana para la corteza de queso
ahumado madurado (Real Decreto 1113/2006), quelesoe limite legal aplicable al queso
ahumado en nuestro pais.

Considerando los resultados de otros estudios zaelmls previamente en nuestro
laboratorio (Guillén y Sopelana, 2004), en los geeobservd que benzo(a)pireno estaba
concentrado casi exclusivamente en la parte exted®l queso, se calcularon las
concentraciones de benzo(a)pireno que corresp@amderilos quesos enteros. Los valores
obtenidos (0,16 y 0,03 ug/kg) resultaron ser muahés bajos que el maximo de 5 pg/kg
establecido por la Unién Europea en 2005 para aljalimentos ahumados (Reglamento de
la Comision N° 835/2011; Comisién Europea, 200%h)bien esta regulacidbn no hace
referencia al queso. No obstante, cabe mencioretagaoncentracion de benzo(a)pireno en
el queso ahumado cqenca de tuneraeca coincide con el limite maximo de 0,03 pg/kg
permitido en los alimentos ahumados con aromasudeohUnién Europea, 1988), que es
mucho mas restrictivo que el aplicable a los alimetratados con humo.

Por altimo, si se comparan los niveles de HAPsstiesequesos Palmeros con los de otros
guesos comerciales espafioles ahumados estudiatey®ramente en nuestro laboratorio
(Guillén y Sopelana, 2004), puede decirse queadqgude contaminacion de los primeros es

mucho menor.
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Objetivo 4: Determinacion de la contaminacion por HAPs de quesderrefio sin ahumar

y de queso Herreiio ahumado en diferentes posicionedentro del ahumadero

(Manuscrito 5).

Se estudio6 el grado de contaminacién por HAPs dsajtierrefio sin ahumar y de queso
Herrefilo ahumado en distintas posiciones dentro atheimadero, siguiendo la misma
metodologia que en el caso del queso Palmero.

Los resultados obtenidos pusieron de manifiestaages los quesos Herrefios estudiados,
tanto los ahumados como el sin ahumar, contenialRsH# su parte mas externa. En todos
los casos, los mas abundantes fueron los ligero§ & anillos aromaticos), sobre todo

naftaleno y sus derivados alquilados.

4.1. Grado de contaminacion de los quesos ahumadasfluencia de la posicion de los
qguesos en el ahumadero

Aunqgue todos los quesos Herrefios ahumados estsdiagoon fabricados al mismo
tiempo y ahumados simultaneamente en el mismo aenmasus concentraciones totales de
HAPs fueron diferentes. Los valores extremos ser@raron en los quesos situados en la
posicion mas baja (B), correspondiendo la conceidinamas alta al situado mas cerca de la
entrada del humo (1B: 1.915,16 pg/kg) y la mas bhjaas alejado (4B: 423,39 pg/kg). En
ambos casos, el tiempo de ahumado fue doble glos giesos situados mas arriba (posicion
A).

Dejando aparte los quesos situados mas cercaetdréala del humo (1A y 1B), en el resto
de quesos estudiados se observé que, a pesamagysu tiempo de ahumado, los colocados
en la parte mas baja (3B y 4B) mostraban conceatres totales de HAPs inferiores a las de
los quesos situados mas arriba (2A y 4A). Tambidihopcomprobarse que, exceptuando la
muestra 1A, los quesos mas cercanos a la entratlame eran los mas contaminados. Estas
diferencias entre los quesos de los grupos A y Barecen estar asociadas claramente ni a la
altura de los quesos ni al tiempo de ahumado; sibhaego, podrian relacionarse con la

trayectoria que describe el humo en el ahumadesterminada basicamente por el flujo
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natural de humo establecido entre la entrada wlidasdel mismo. Debe tenerse en cuenta
gue el humo tiende a ascender, y al enfriarse,ostblp que los HAPs que contiene se
condensen, principalmente sobre la superficie dajl®sos que mas préximos se encuentran
a su trayectoria. De hecho, los quesos con mayatogde contaminacién (1B, 2A y 4A)
parecen ser aquéllos que podrian considerarse&legiumas cerca de esa trayectoria, mientras
gue los colocados mas lejos de la misma (1A, 3B)ymMuestran un grado de contaminacién
menor.

Si se comparan las concentraciones totales de Hi&Rsstos quesos Herrefios (423,39-
1.915,16 pg/kg) con las del queso Palmero (29,21563ug/kg) y con las de otros quesos
comerciales ahumados espafioles estudiados antenit&(86,31-1.037,23 pg/kg; Guillén y
Sopelana, 2004), puede comprobarse que los valoées altos corresponden al queso
Herreflo. Sin embargo, debe sefalarse que, en Hst®,Ula principal contribucion al
contenido total de HAPs corresponde a los de pesieamar mas bajo, particularmente
naftaleno y sus alquilderivados. En contraste, H#$Ps mas pesados, entre los que se
encuentra la mayoria de carcinogénicos, son masesc

La baja proporcion de HAPs pesados del queso Hemaficomparacién con el Palmero
puede estar relacionada con el procedimiento denatho utilizado en cada caso; mientras
gue el queso Palmero se ahuma sobre una rejikeadd directamente sobre un barril en el
que se produce el humo, el ahumado del queso Heseefealiza en un ahumadero separado
del lugar donde es producido el humo, lo que haeela distancia entre la fuente del humo y
los quesos sea mayor en este Ultimo caso. Estéepaféctar al nivel de HAPs depositados en

la superficie del queso, especialmente de los esados.

4.2. Grado de contaminacion del queso sin ahumar

Como cabria esperar, el contenido total de HAPsgdeko Herrefio sin ahumar (33,65
png/kg) fue mucho mas bajo que el de los ahumadegrébable que, en este caso, estos
contaminantes tengan su origen en la leche utdizsda producir el queso, concentrandose

en la fraccion grasa del mismo durante su elab@made hecho, la presencia de HAPs en
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leche, asi como en otros quesos sin ahumar, hgpselsia de manifiesto en varios estudios
(Bosset y col., 1998; Grova y col., 2000, 2002;hikawa y col., 2003; Pagliuca y col., 2003;
Cirillo y col., 2004).

4.3. Andlisis del perfil de HAPs de los quesos esiados

Tal como se ha comentado anteriormente, tanto ®guesos ahumados como en el sin
ahumar, los HAPs mas abundantes fueron los deplesjo molecular, sobre todo naftaleno y
sus derivados alquilados. Ademas, exceptuando @hasdjuesos, no se detectaron HAPs con
mas de 4 anillos aromaticos. Asimismo, las coneeitnes de HAPs ligeros fueron mucho
mas altas que las de pesados, observandose unendenda la disminucién en las
concentraciones de HAPs al aumentar su peso mafteclibdo esto coincide con lo
observado en el queso Palmero y en estudios previo® la presencia de HAPs en otros
tipos de quesos comerciales ahumados espafnolde(Gusopelana, 2004).

Cabe destacar lalta proporcion de HAPs alquilados en todos los gees estudiados
pero sobre todo en los ahumados, donde la propodedestos componentes representa, en la
mayoria de los casos, méas del 60% de la concemtréatal de HAPS; en cambio, en el queso
sin ahumar el porcentaje de este tipo de compuestasenor (aproximadamente 44% del
total). Dentro de éstos, los derivados alquilad@s rmbundantes fueron metil- y dimetil-
naftalenos, los cuales representaban casi el 1@@sdnismos.

Al igual que en los quesos Palmeros, se calculammm serie de cocientes entre las
concentraciones de ciertos pares de HAPs, algua@dlak isomeros y otros que diferian, o
bien en la presencia de grupos alquilo (cocientesalduilacién), o bien en un anillo
aromatico (cocientes de aromaticidad). Con ellopstendia, por un lado, comparar los
quesos Herrefios con los Palmeros, y por otro, iestadhabia diferencias entre el perfil de
HAPs de los quesos ahumados y el sin ahumar.

El andlisis de estos cocientes puso de manifiagpal igual que se observo en los quesos
Palmeros, hay algunaslaciones entre isbmerogjue se mantienen relativamente constantes

en los quesos Herrefios ahumados; tal es el cdas dgistentes entre las concentraciones de
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fenantreno y antraceno y, sobre todo, entre flueramy pireno, siendo esta ultima (1,1-1,3)
del mismo orden que en el queso sin ahumar (1tapién que en el queso Palmero (1,2-
1,5). Sin embargo, la relacion entre fenantrenmtyaaeno en el queso Herrefio sin ahumar
(34,3) es bastante mas alta que en los ahumad@s4,@, lo cual podria estar relacionado con
un origen diferente de la contaminacién por HAPambos casos.

Los cocientes de alquilacionponen de manifiesto que las concentraciones $fotdde
mono- y di-metilnaftalenos en los quesos Herrefimsrados son, en general, algo mas altas
o del mismo orden que las de naftaleno; esto misenobservé en los quesos Palmeros y
también en otros quesos espafioles ahumados eswid@h anterioridad (Guillén y
Sopelana, 2004). Sin embargo, en el caso de femaantraceno, tanto el total de mono-
como de di-metilderivados es mas bajo que la cdra@an de sus respectivos HAPs cabezas
de serie.

Estos cocientes también revelan algunas difereeciis el queso Herrefio ahumado y sin
ahumar. Asi, en este ltimo, la proporcién de taftarespecto a sus derivados alquilados es
mas alta que en los quesos ahumados; y lo contremwe en el caso de fenantreno, siendo la
proporcion de sus derivados alquilados mayor gueso sin ahumar.

En relacion con logocientes de aromaticidad se observa que, como cabria esperar
teniendo en cuenta que los quesos Herreifios ahunesdodiados fueron sometidos a
condiciones de ahumado muy similares, los valoeesstios cocientes presentan, en general,
pocas variaciones. Aun cuando la relacion que setuwa mas constante fue la existente
entre las concentraciones de naftaleno y acenddtiles de destacar que los valores del
cociente entre fenantreno y pireno (7,4-12,7) faete un orden similar a los de los quesos
Palmeros (4,4-10), y a los encontrados por Suchiagpamolaboradores (2008) en muestras de
gueso ahumadas empleando diferentes tecnologlad).(4-

Sin embargo, si se comparan los quesos Herrefiosaalws con el sin ahumar, se observa
que, en este ultimo, la relacion naftaleno/acdeafti (63,9) es mucho mas alta que en los
ahumados (6,5-8,3), mientras que el valor de kci@h fenantreno/pireno es mas bajo (4,1

frente a un intervalo entre 7,4 y 12,7 en los aldosp esto pone de manifiesto proporciones
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mas bajas de acenaftileno y mas altas de pirepecttgamente en el queso sin ahumar. Estas
diferencias podrian deberse, como se ha comentddncemente, a un origen diferente de la

contaminacion en el queso sin ahumar.

4.4. HAPs carcinogénicos

En relacién con la presencia de HAPs carcinogéninaftaleno, benzo(a)antraceno y
criseno, considerados como posiblemente carcinoggm®n humanos por la IARC (grupo 2B;
IARC, 2002, 2010), estan presentes en todos losogughumados estudiados, y naftaleno y
criseno también en el queso sin ahumar. Otros HAEsidos en el grupo 2B, tales como
benzo(b)fluoranteno, benzo(j)fluoranteno, benzafkynteno o indeno(l1,2,3-cd)pireno
estaban presentes s6lo en uno de los quesos alsinGat® mencionar que, mientras que el
porcentaje total de HAPs carcinogénicos esta delgroango de los encontrados en el queso
Palmero, los porcentajes de carcinogénicos pesa@is contar naftaleno) son
considerablemente mas bajos en los quesos Herrefios.

En este punto es necesario incidir en algo quesy@saltd en los quesos Palmeros, y es
que, mientras que la proporcién de HAPs carcinapdnpesados en estos quesos es muy baja
(<0,4% en todos los casos), naftaleno es el HAPontayio o uno de los mayoritarios junto
con 2-metilnaftaleno en todos ellos. Esto es algomp puede ignorarse, ya que este HAP ha
sido equiparado en cuanto a su carcinogenicidadtos carcinogénicos pesados que si son
objeto de control, aunque limitado.

Por ultimo, cabe destacar que benzo(a)pireno sd@odetectado en uno de los quesos
ahumados, en una concentracion (Wg&kg) considerablemente mas baja que el limiteGde 1
ug/kg establecido en Espafa para la corteza de calmsmado madurado (Real Decreto
1113/2006). También la concentracion que correspromcl queso completo, 0,10/kg, es
mas baja que el maximo de fg/kg establecido para otro tipo de alimentos ahwmad
(Reglamento de la Comision N° 208/2005; Comisioropea, 2005b), aunque mas alto que el

permitido en los alimentos ahumados con aromas w®oh (Directiva del Consejo
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88/388/CEE; CEE, 1988). Sin embargo, tal como sedmentado en el apartado de los

guesos Palmeros, en Espafia ninguno de los liméasionados afecta al queso ahumado.

284



CONCLUSIONES







Conclusiones

A continuaciéon se presentan las principales corales extraidas a partir de los resultados

obtenidos.
1. En relacion con el estudio del espacio de cabeza
1.1. En relacién con el queso Palmero:

1.1.1. Elespacio de cabezdel queso Palmeroes extraordinariamenteeo en componentes

volatiles.

1.1.2. De entre todos los componentes volatilesesi® queso, los compuestos que
predominan son losomponentes del humoy los acidos Mientras que los primeros
estan presentes fundamentalmente gratée exterior del queso, los segundos aparecen
en concentraciones importantesito en el interior como en el exterior Entre estos

ultimos, destacan por su abundanocgacidos hexanoico, octanoico y decanoico.

1.1.3. Lamateria vegetalempleada para ahumar el queso Palmero influya earhposicion
de su espacio de cabeza. dissencia de terpenos y sesquiterpengsla presencia de
algunos derivados nitrogenadogermite diferenciar a los quesos ahumadospanta

de tunerasecade los ahumados c@ticulas de pino

1.1.4. Dentro de loguesos ahumados con una misma materia vegetaxiste una gran
variabilidad en el perfil aromatico de los quesos elaboradasdgtintos artesanos

especialmente en tancentracion de acidos

1.2. En el queso Herrefio:

1.2.1. Elqueso Herrefio sin ahumartiene un perfil de componentes volatiles muy
complejo siendo los componentes mas abundéadesetonas y los acidgsnientras
gue los grupos déidrocarburos, terpenos y sesquiterpenosson los mas

numerosos.

1.2.2. Elahumado enriquece el perfil aromatico de éste queso etitomliide compuestos,

especialmente ederivados fendlicosasi como eréteres y derivados de piridina
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1.2.3.

1.2.4.

Es de destacar la presencia de distintasl indanonasy deciertos terpenosque
pueden considerarse caracteristicos de este gheswmédo, cuyo origen podria estar

asociado a lanateria vegetalempleada para ahumar.

La presencia tanto en el quétzrreiio sin ahumar como enel ahumadq de un
importante numero deerpenos y sesquiterpenos distintos de los arribatados,

gue aportan a estos quesos perfil aromatico singular, sugiere que estos
compuestos deben proceder ddelehe empleada en su elaboracion; ésta a su vez
puede estar influida por ldieta de los animales productores de la misma, que

depende en gran parte devégetacion autéctonale la isla del Hierro.

En relacién al quedderrefio ahumadaq la posicién del quescen el ahumadero
influye ligeramente en su grado de ahumado. Los quesos situadospamtéaalta
del ahumadero presentan grado de ahumado algo superior a los situados en la
parte baja del mismo. Este hecho ha de tenerse en cuerggpsetende obtener una

produccion totalmente homogénean cuanto a su perfil aromatico.

2. En relacién con el grado de contaminacion por HRs:

2.1.

2.2.

2.3.

288

Elahumado de quesosiempre conlleva una ciertantaminacion por HAPsy, de
hecho,tanto en el queso Palmero como en el Herrefge ha detectadaeste tipo
de compuestos.

Todos los quesos estudiados contiezmrcentraciones mas bajas de HAPgue
las encontradagn otros quesos comerciales espafoles ahumados dema
tradicional, estudiados anteriormente en nuestro laboratdimguno de los quesos
Palmeros y Herrefios estudiadesperé los 10pg de benzo(a)pireno/kg de
corteza, que es la concentracion maxima permitida parasapie@humados en
Espania.

Aunque el ahumado del queso Palmero se realemiante urproceso artesanal

sin ajustarse a normas reguladas, y el del quesefitese llevé a cabo ama
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2.4,

2.5.

2.6.

2.7.

industria, en condiciones que podrian considerass@yiori, mas controladasl

nivel de contaminacion del primero resulté ser mavajo que el del segundo

especialmente en relacidon a la concentracion deAd3s de menor tamarnio.
Lamadera empleada para generar el humo influye egrato de contaminacion
gue alcanza el queso. El ahumado de queso Palnoer@ascara de almendra
provocamayor contaminacién por HAPsque el ahumado cqmenca de tunerakn
ambos tipos de quesos ahumadosdacentracion de los HAPs alquiladosupone
mas de la mitadde la concentracion total de los HAPs presentdgsemismos.

En los quesahumados Herrefosla posicion en el ahumadero afecta a su grado de
contaminacion por HAP4.a contaminacién fue mayoren losquesos colocados en
la trayectoria directa del humo desde el orificio de entrada al ahumadéme la
salida del mismo, que en los quesos colocados fieesa trayectoria. Esto sugiere
gue undisefio apropiado del ahumadero podria tal vez contribuir a redios
niveles de HAPs en el queso Herrefio ahumado.

Estos resultados confirman qeese controla el proceso de ahumad@s posible
reducir los niveles de HAPs del queso ahumado gnabtun productseguro desde
el punto de vista legalsin renunciar al caracter artesanaldel queso.

No obstantese considera necesario implementar medidagara reducir las altas
concentraciones deaftaleno en queso ahumadg establecer limites para este HAP,
ya que es el mayoritario practicamente en todogjlesos estudiados y en muchos
alimentos ysu grado de carcinogenicidadse ha equiparado al de otros HAPs
carcinogeénicos pesados, los cuales se encuenti@neantraciones mucho mas bajas.
Ademas, seria conveniente el desarrollo de estudi@aminados a clarificar y
concretarel efecto de este HAP en la salud humarasi como profundizar en el
posibleefecto biolégico de los HAPs alquiladgsya que éstos representan una alta

proporcion de la concentracion total de HAPs end$dds quesos estudiados.
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Microextraction (SPME) with that obtained from classical extraction techniques.

M. D. Guillén, G. Palencia, P. Sopelana
Universidad del Pais Vasco. Tecnologia de alimerftasultad de Farmacia. Paseo de la
Universidad, 7. 01006-Vitoria (Spain). Teléfono:59213081. Fax: 34-45-013014. Correo

electrénico: knpgulod@vc.ehu.es

Subject: Foods (A). Field: Gas Chromatography (lpés Spectrometry (5)

Polycyclic Aromatic Hydrocarbons (PAHS) constituée group of contaminants that is
widespread in foods, either as a result of envirem@a contamination or of certain processes
during their manufacture. Taking into account thweéd and carcinogenic effects produced by
some of these compounds in experimental animalsth#]levels of PAHs in foods must be
strictly controlled. However, the methods employed the determination of PAHs in this
type of matrices are generally tedious and timesaonng, and require large volumes of
organic solvents, with all the inconvenience thdistinvolves [2]. Solid Phase
Microextraction (SPME) appears to be a useful twolcombination with the classical
extraction methods. SPME is quick and simple aresdwt need the use of solvents. Besides,

it can be applied to liquid and solid samples andlssample amounts are used [3].

In order to know if a relation can be establishedwieen the results obtained by using
classical extraction techniques and SPME, five saspf smoked cheese were analyzed by
both methods. The classical extractsmmeme included an alkaline treatment of the sasnple
extraction of PAHs with cyclohexane, clean-up byamseof solid phase extraction tubes and,
finally, identification and quantitation of the PAHsolated by Gas Chromatography/Mass
Spectrometry operating in SIM mode. Deuterated PMdge used as internal standards. In

relation to the analysis of the samples by SPMIE, riimin steps are: generation of the
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headspace of the samples by heating small quanititielosed vials, adsorption of the PAHs
present in the headspace onto a fiber covered lyagylate and, lastly, desorption of the
compounds in the inlet of a gas chromatograph. db&ector used was also a mass

spectrometer and the acquisition mode selectedSiWs

The results obtained show that, firstly, all thenpées studied present varying levels of PAHs
and that there is a relation between the resuligirdd from both techniques. It can be also
observed that, in general, the samples where PAgisnahigher concentrations give higher
areas in the analysis by SPME. It must be pointédt@at SPME only allows the detection of
low molecular weight PAHs. Taking into account thatthe samples subject of study, low
molecular weight PAHs are usually more abundantrenwe higher concentrations than heavy
PAHSs, it could be said that SPME is useful to dmorate between samples with different

degrees of PAH contamination.
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INTRODUCCION

Los Hidrocarburos Aromaticos Policiclicos (HAPs) constituyen un grupo de contaminantes ampliamente
distribuidos en el medio ambiente y en los alimentos, procediendo en este ultimo caso de la propia
biental o de ciertos procesos llevados a cabo durante su produccién y preparacion
como, por ejemplo, el ahumado (1). Dado que muchos de estos compuestos presentan actividad
carcinogénica demostrada en animales y, en algunos casos, probable en el hombre, su presencia y niveles
en alimentos deben ser controlados. No obstante, los métodos empleados habitualmente para determinar
HAPs en alimentos son largos y laboriosos y requieren grandes volimenes de disolventes, con todos los
inconvenientes que ello conlleva. Como complemento a este tipo de metodologias que podriamos
denominar clasicas, en este trabajo se plantea el uso de la Microextraccion en Fase Solida (SPME), que es
una técnica sencilla y rapida, basada en el empleo de una fibra recubierta por una fase en la que los HAPs
quedan retenidos. Ademds, no se requiere el uso de disolventes y las cantidades de muestra utilizadas son
muy pequefias. La SPME ha sido empleada fundamentalmente para el estudio de HAPs en muestras de
agua de procedencia diversa (2-4) y, en algunos casos, en suelos (3) y sedimentos (5), casi siempre por
inmersién de la fibra en las muestras ("DIRECT SPME"), si bien también puede aplicarse al espacio de
cabeza de las mismas ("HS-SPME") (2, 3). Cabe sefialar que, a pesar de las numerosas ventajas de la
Microextraccion en Fase Solida, hasta donde nosotros sabemos, esta técnica no se ha aplicado al estudio
de HAPs en alimentos. En este trabajo se ha determinado el contenido de HAPs en muestras de queso
ahumado, tanto por medio de un método de extraccién clasico como por SPME, y se han comparado los
resultados obtenidos por ambas técnicas, con objeto de ver si puede establecerse alguna relacion entre los
dos grupos de datos.

e i6n

EXPERIMENTAL

Se han estudiado cinco quesos ah dos de prc diversa, d dos como Q1, Q2, Q3, Q4 y Q5.
La parte elegida para determinar los HAPs fue la zona exterior de los mismos, ya que estudios
preliminares ponen de manifiesto que es en el exterior donde los HAPs aparecen en mayor proporcidn,
excluyendo la corteza, que habitualmente no suele consumirse. E1 procedimiento seguido para el estudio
de las muestras, tanto por un método clasico de extraccién como por SPME aparece esquematizado en la
Figura 1. La cuantificacion de HAPs por el método clasico se llevé a cabo mediante la adicion de una
mezcla de HAPs deuterados al principio del proceso.

[ METODO cLAsIco] [ s )

PICADO ¥ PESADO DE MUESTRA PICADO ¥ PESADO DE MUESTRA.
@8 @28

EXTRACCION DE GRASA
clohetano

ENERACION DEL ESP,

10DE CABEZA

ADSORCION DE HAPS EN LA FIERA

(POLIACRILATO, 85 pm)

SAPONIFICACION (1 hora 6 70°)

'DESORCION DE HAPs DE L& FIBRA.
 mintos280°C)

LAVADO ¥ CLARIFICACION DEL EXTRACTO

((purmcacion ION EN FASE SOLIDA GFE) |

diarte EXTR.

IDENTIFICACION ¥ CUANTIFICACION DE HAPS
CROMATOGRAFIA DE G ASES/ESPECTROMETRIA DE MASAS

J

Figura 1. Esquema del procedimiento empleado para el estudio de las muestras.

Tabla

naftaleno, fluoreno y fenantreno, la relacién entre los valores obtenidos por SPME y por MCE se mantiene bastante
constante en todas las muestras estudiadas. Sin embargo, al ir aumentando el peso molecular de los HAPs, asi como los
grupos alquilados, la respuesta por SPME no sélo es mas baja, sino que llega un momento en el que, independientemente de
las concentraciones de los compuestos, con SPME apenas se aprecian diferencias. Este hecho se ha observado
especialmente en el caso de fluoranteno y pireno.

Tabla 1. Comparacién de los valores de HAPS obtenidos en quesos ahumados siguiendo un método clisico de extraccién (MCE) y por SPME.

Q1 Q2 Qs Q4 Qs

MCE®  SPME™ MCE  SPME MCE  SPME MCE  SPME MCE  SPME
Naftaleno 17574 1.661,59 3856 35249 21,97 342,23 3141 326,82 18,80 196,71
2-Metilnaftaleno 129,97 437,02 19,62 86,09 24,33 108,99 26,79 TS 2573 72,28
1-Metilnaftaleno 8230 27572 13,32 56,38 13,56 5893 24,16 69,61 13,20 36,51
2,6 Dimetilnaftaleno 1510 16249 125 - 2122 4873 3754 4427 1394 1655
1.7 Dimetilnaftaleno 91,63 150,51 907 1779 1772 43,88 3141 4388 1207 1527
16 Dimetilnaftaleno 9301 14614 1029 1774 1443 3349 8229 10543 1005 1159
414+23 Dimetilnaftaleno? 39,09 7146 5,50 - 9179 1M 199 2174 - oam
15 Dimetilnaftaleno 2101 359 196 = 387 1145 1491 2233 25 1027
Dimetilnaftaleno o isémero 7932 15271 315 = 428 4241 137 3726 - <
Acenafileno 4443 45366 992 10773 428 40,04 179 1044 1,31 2
Acenafteno 1037 - 197 866 330 - 146 - 0,385 -
Fluoreno 37,86 22303 737 4044 805 42,51 842 3489 208 854
Fenantreno 290 17940 1545 5789 665 278 1SS 477 3% 1435
Antraceno 704 4117 343 27,79 123 1587 142 3489 oM 670
oTecfenilo 2,2 - 057 1248 145 - - - 3,61 -
3-Metilfenantreno 7,20 - 1,58 2,44 176 - 5,54 - 0,92 “
2-Metilfenantreno 10,25 “ 2,84 4,09 244 8,24 - 1,20 -
2-Metilantraceno 5,85 £3 129 - - - - - - -
9-Metilfenantreno 6,15 - 1,76 372 1,74 5,99 - 0,95 -
1-Metilfenantreno 6,85 = 186 b 152 = 7,08 z 075 .
Dimetilfenantreno o isémero - = - - s - = - = £
Dimetilfenantreno o isémero 116 , - - 5 = 5 , 0,40 -
Dimetilfenantreno o isémero 140 - = - 0,55 = 1960 - 0,38 =
Dimetilfenantreno o isémero 079 - - - 052 - 2,049 - - -
Dimetilfenantreno o isémero 1,07 - . - = - 5 . 1.2 -
Dimetilfenantreno o isémero 2,53 -~ = . 197 = 744 ~ 082 .
Dimetilfenantreno o isémero 2,71 - 143 - 112 = 455 - 070 .
Dimetilfenantreno o isémero 3,08 - - - 038 - w7 - - -
Dimetilfenantreno o isémero 1,01 - - - - - - - - -
Fluoranteno 52 575 210 42 058 672 109 491 048 5:
Pireno 48 499 1,56 2,77 054 547 15 496 0,62 473
m-Terfenilo 0,21 - 0,12 - 0,12 - - 0,32 -
p-Terfenilo 0,09 - 0,06 - 0,07 - - 0,10 -
2-Metilfluoranteno 0,2 - 0,09 - - - - - - -
Metilfluoranteno o isémero 0,18 - 0,13 - - . - - -
Metilfluoranteno o isémero 0,16 - 0,09 - - - = £ = -
I MFt+HTH B 70 0, - 0,52 . = = 2 - 2 =
11H-Benzo(b)fluoreno 0,38 = 014 = = = o : S .
11H-Benzo(c)fluoreno 0,13 - 0,09 - - - - - - -
Metilfluoranteno o isémero 0,21 - 0,18 . - , 026 . " -
Metilfluoranteno o isémero 03 - 019 - - - 0,57 - 0,05 -
1 Metilpireno 024 - 017 - 2 - 0,30 - - :
Benz(aJantraceno 03 - 022 - - - - - 0,04 -
Criseno+Trifenileno 0,64 - 038 - 012 - - 0,11 -
Benzo()fluoranteno 0,19 - 012 - - - - - - -
Benzo(HOfuorantenos 026 - o1 - - - - - -
Benzo(e)pireno 0,13 - 0,11 - . - - 0,05 "
Benza(a)pirena 0,20 " 008 - - & N & u
Indeno(1,2,3-cd)pirenc 0,11 x & = % 2 ” o “
Benzo(ghi)perileno 0,11 " 0,06 " = - - 0,04 "

® Concentraciones de HAPs obtenidas siguiendo un método clésico de extraccién (MCE), expresadas en pgikg / ® Areas de HAPs obtenidas por SPME,
divididas por 1%10° 1 Identificado s6lo en una de las muestras / @ 1 1H.

Estudios anteriores han puesto de manifiesto que se puede llegar a establecer una relaciéon entre las concentraciones de pireno y
benzo(a)pireno en aromas de humo (6). Sin embargo, cuando se emplea SPME, esto no es posible ya que, en el caso del pireno, no
existe una respuesta proporcional entre MCE Y SPME. Por consiguiente, se ha pensado en otro HAP muy frecuente en alimentos
ahumados y facilmente detectable por ambas metodologias, el fenantreno, como indicador potencial de la presencia de benzo(a)pireno
ya que, tal como se ha mencionado anteriormente, para este compuesto si existe una proporcionalidad entre los resultados de ambas
técnicas. No obstante, previamente debe comprobarse que efectivamente existe una relacién entre las concentraciones de fenantreno y
benzo(a)pireno. En la Tabla 2 se han representado los cocientes entre los valores de fenantreno por SPME y MCE, y entre las
concentraciones obtenidas por MCE de fenantreno y pireno, pireno y benzo(a)pireno y, finalmente, fenantreno y benzo(a)pireno, para
cada una de las muestras.

Esta tabla pone de manifiesto que la relacién
entre los valores de SPME y MCE se mantiene

2. Cocientes entre los valores de fenantreno obtenidos por SPME y por MCE, y entre concentraciones de
MCE de fenantreno y pireno, pireno y benzo(a)pireno, y fenantreno y benzo(a)pireno.

RESULTADOS Y DISCUSION

@ @ o R @ bastante constante en todas las muestras, al igual
. i i Fenantreno (SPMENFenantreno (MCE) 4% 35 48 345 382 . i
Los resultados obtenidos por ambas técnicas aparecen en la Tabla 1. Los valores correspond Fenantreno (MCE)/Pireno (MCE) 828 900 1231 9i1 6,06 IS o it fenantreno/plreno. 2%
, > - A * i 4 G g exceptuando la muestra Q35, puede considerarse
al método clasico de extraccién (MCE) expresan concentraciones de HAPs en ug por kg de parte  pien, ucEyBenzo(apirenc (MCE) 215 1950 R R R >
. . % . ; g - muy parecido en todos los casos. En cuanto a los
exterior, mientras que los de SPME corresponden a las reas de los iones seleccionados para 18 feuaureno (CEVBenzo(apirens (4CE) 2450 19313 - B

otros dos cocientes, a pesar de que sélo se pueden

cuantificacion de cada compuesto que, en general, coinciden con sus iones moleculares. En todos
los casos, las muestras se analizaron por duplicado. Los resultados obtenidos por MCE revelan la
presencia de niveles variables de numerosos HAPs en todas las muestras estudiadas, entre los que
predominan los compuestos de 2, 3 y 4 anillos aromaticos (naftaleno, fenantreno, pireno), con un
alto nimero de derivados alquilados. Ademas, las muestras Q1, Q2 y Q5 presentan algunos HAPs
de 5 anillos o mas (benzofluorantenos, benzopirenos, benzo(ghi)perileno), si bien sélo se ha
identificado benzo(a)pireno en Ql y Q2, y en concentraciones bajas (0,20 y 0,08 ng/kg,
respectivamente). En cuanto a las concentraciones de los HAPs identificados, cabe mencionar que
los valores mas altos corresponden, en general, a los HAPs mas ligeros y, a medida que el peso
molecular de los cc SUuS comn: i van disminuyendo. Por ofra parte, las
concentraciones de los derivados alquilados también son mas bajas que las de los HAPs cabezas
de serie, a excepeion de la muestra Q4, en la que los niveles de algunos dimetilnaftalenos son

1.-

ument:

superiores a las del propio naftaleno. Si se comparan los resultados obtenidos por MCE y por L
SPME, se observa que:

: 3.-
1.- Con SPME se detecta un nimero menor de HAPs, siendo todos ellos compuestos con cuatro
anillos aromaticos o menos. Esto concuerda con los resultados de otros autores (2, 3), segin los g

cuales, la HS-SPME no es util para detectar HAPs con mas de cinco anillos aromaticos. Sin
embargo, en estas muestras se observa que, a pesar de que por MCE se han determinado HAPs
con 5 anillos en algunas de las muestras, tampoco éstos son detectables por SPME, aun cuando la
alta temperatura utilizada para la generacion del espacio de cabeza de las muestras (70°C) favorece
la vaporizacién de los compuestos mas pesados. Esto puede explicarse por la baja volatilidad de
los HAPs de alto peso molecular y porque el queso es una matriz compleja, con un alto contenido
en grasa, que tiene gran capacidad para retener a los HAPs, lo que impide o dificulta que éstos
escapen a la fase vapor.

2.- En general, para un mismo HAP, el valor del area obtenida por SPME guarda relacion
con la concentracion obtenida por MCE. Asi, las muestras con concentraciones mas altas de
HAPs, tienen también édreas mas altas de SPME y lo mismo ocurre en el caso de las
concentraciones mas bajas. Ademas, cabe sefialar que, en el caso de algunos compuestos, como

calcular en dos de las muestras, se observa que

también son del mismo orden. Ademads, si se tiene en cuenta que el 4rea de fenantreno obtenida por SPME en la muestra Q2 (ver
Tabla 1), en la que el nivel de benzo(a)pireno es de 0,08 ug/kg, es de 57.890 (57,89 *10%), podria pensarse que areas de
fenantreno del orden de 50.000 pueden estar relacionadas con una posible presencia de benzo(a)pireno que, a su vez, suele estar
asociado a otros HAPs con mayor o menor grado de carcinogenicidad.

CONCLUSIONES

Todos los quesos estudiados presentan niveles variables de HAPs y en dos de las muestras se ha encontrado benzo(a)pireno
que, a pesar de encontrarse en concentraciones bajas, supera en ambos casos el limite maximo establecido para este
compuesto en alimentos ahumados con aromas de humo.

La Microextraccion en Fase S6lida en las condiciones de este estudio, y en este tipo de muestras, no permite detectar HAPs
con peso molecular superior a 202.

Se ha observado una relacién bastante constante entre los resultados obtenidos por medio de un método clasico de
extraccion y por SPME para algunos HAPs.

La SPME en las condiciones de este estudio no permite determinar el contenido total de HAPs en queso ahumado, pero
puede servir como una herramienta de screening para diferenciar muestras que puedan presentar un cierto grado de
contaminacién. Por otra parte, el 4rea de fenantreno podria considerarse como un posible indicador de la presencia de
benzo(a)pireno y otros HAPs carcinogénicos, si bien esta posibilidad deberia ser confirmada por estudios mas exhaustivos
con un mayor mimero de muestras que contengan benzo(a)pireno.

BIBLIOGRAFiA

(1) Guillén, M.D; Sopelana, P.; Partearroyo, M A. (1997) Rev. Env. Health, 12 133-146,

(2)Doong, R.-a; Chang, S.-m.; Sun, Y.-c. (2000)J. Chrom. 4, §79: 177188,

(3)Doong, R.-a; Chang, S.-m; Sun, Y.-c. (2000) J. Chram. Sci., 38: 528-534.

(4)Langenfeld, 1.T; Hawthome, §.B.; Miller, D.1. (1996) 4nad. Chem., 68: 144-155

(5)Cam, D.; Gagni, S; Meldolesi, L.; Galletti, G. (2000) J. Chrom. Sci., 38: 55-60.
(6) Guillén, M.D ; Sopelana, P.; Partearroyo, M A. (2000) J. 4gric. Food Chem ,48: 126-131

AGRADECIMIENTOS
Los autores agradecen la financiacién concedida por el MCYT (AGL2000-1696), por el MAPA (CALO0-054-C3-2) y por la Universidad del Pais Vasco (UPV-101.123 EBOS7199 y 9/UPV
00101.125.13667/2001). G. Palencia agradece ala Universidad del Pais Vasca la concesién de una beca predoctoral

341






Otras contribuciones

Study of the effectiveness of the natural casing agimoked paprika sausage in retaining

Polycyclic Aromatic Hydrocarbons

M. D. Guillén, G. Palencia, P. Sopelana
Universidad del Pais Vasco. Tecnologia de alimerftasultad de Farmacia. Paseo de la
Universidad, 7. 01006-Vitoria (Spain). Teléfono:59213081. Fax: 34-45-013014. Correo

electronicoknpgulod@vc.ehu.es

Subject: Foods (A). Field: Gas Chromatography (lpés Spectrometry (5)

Polycyclic Aromatic Hydrocarbons (PAHS) constitidegroup of contaminants which are
widespread in the environment and in foods. Sonteéefe compounds have been considered
as probably carcinogenic to humans by the IARCe(mdtional Agency for Research on
Cancer), so their presence in foods must be avoi@emtamination with PAHs can be
attributed to environmental contamination or taatmeents used in the processing of foods,
such as smoking [1]. In fact, smoked foods havelhsieen related to high concentrations
of PAHs, especially when the conditions of the smgkprocess are not controlled. Among
smoked foodstuffs, meat products deserve a spm&ation because of the numerous studies
on the occurrence of PAHs in this type of food [2,83ome authors have studied the
protective effect of the casings used for the mactufe of some of these products [4,5] and it
seems that these casings reduce the concentraifoR&Hs in the product. Furthermore,

differences have been found between the proteeffeet of natural and synthetic casings [6].

In this work, a smoked paprika sausage, wrapped matural casing, has been selected in
order to study the occurrence of PAHs and theiligion of these compounds through the
product. For this purpose, three different typesarhples were taken: the sausage both with
and without casing and the casing alone. All the@as were subjected to an alkaline

treatment, extracted with cyclohexane and cleapeolyusolid phase extraction, and the PAHs
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isolated were separated, identificated and quaedtifby Gas Chromatography/Mass

Spectrometry operating in SIM mode. Deuterated PAEI®e used as internal standards.

The results reveal that, in spite of the above meat protective effect of the casing, the
filling contains a high number of PAHS, includingnse of those considered as possibly or
probably carcinogenic to humans, such as benz{amogne or benzo(a)pyrene. It is also
observed that the casing acts as a barrier agaiastliffusion of PAHs into the product.

However, not all the compounds are retained indhme way. For example, methylated
PAHs find more difficulty in diffusing through theatural casing than do their parent

hydrocarbons.
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INTRODUCCION 1.- Contenido de HAPs del producto entero. En la Tabla 1 se observa que se ha identificado un alto

nimero de HAPs (56) que, ademas, comprende un amplio rango de compuestos. Asi, se han encontrado
tanto HAPs de bajo peso molecular (naftaleno, fluoreno, fenantreno) como de elevado peso molecular
(benzofluorantenos, benzopirenos, benzo(ghi)perileno). También cabe destacar la presencia de 32

Numerosos estudios han puesto de manifiesto la presencia de Hidrocarburos Aromaticos Policiclicos (HAPs) en
alimentos ahumados, a menudo en concentraciones elevadas. No obstante, hay que sefialar que la metodologia
empleada para llevar a cabo el ahumado puede determinar que el producto final resulte méas o menos contaminado compuestosalquiltados, derivalios tarto:de AP lizeros {nafialeno, fenantrenc)omorderotios méspssatios
con este tipo de compuestos. Asi, si se controlan parametros como la temperatura y la duracién del proceso, o la (piJe[;m criser‘xlo) Cab’e senlae. o, witee 168 H/iPs S dt;s I A consigera i
distancia desde la fuente de humo hasta el alimento, se pueden obtener productos ahumados con bajos niveles de ikt - o i er?L ’ or I IARC (Intemaﬁt;n al.Agerney, B Rgsuenarch a1 Caner),
HAPs (1). Entre los alimentos mas cominmente ahumados se pueden citar los productos carnicos, entre los que se 3 P < g Ok o
5 N . tales como benz(a)antraceno o benzo(a)pireno, y otros posiblemente carcinogénicos, como algunos

encuentran carnes de muy variada procedencia, como cordero, cerdo, vaca, y productos més elaborados, como % g I : . . et

A ; : } ) benzofluorantenos y el indeno(1,2,3-cd)pireno. También se han identificado varios metilerisenos, pero no
salchichas y otros embutidos (2). Los embutidos gozan de gran popularidad en muchos paises europeos, entre ellos se ha detectado 5-metilcriseno, también considerado probabl inogénico por la IARC. En relacién
Espafia. Asi, ennuestro pais, uno de los embutidos tipicos es el chorizo. Este es un producto que se elabora tanto a . : P 3 . 2 i}
i, 1054EIEL OGO QOMISEHSD YlE, BHtinds, 5 BOmEte A HRoeEs0s A AHTHaNG bastas tiEEss Sohie 16d0 alas concentraciones de los HAPs identificados, los valores mas altos corresponden a compuestos de 2y 3

B . 5 > s : : > illg aticos, siendo el mas abundante el f¢ treno. Los HAPs ma dos (5 anill ati
en ciertas regiones; sin embargo, apenas hay estudios sobre la presencia de HAPs en este tipo de productos. En ar 08 BTOMAUCOS, SLENCo &7.7MAS AUNNCAS €. enantreno. .08 smss pesados: (o anillos arométicosio

. X . s g mas) se encuentran en concentraciones muy pequeiias. Hay que sefialar que, a pesar de que el chorizo es un
este tra_bajo o mU$ﬂ? 1n.esndiogsabre chorizo ahum_a do cop limo natura],. conan dobly objenvo_, poram lado; producto tipico de nuestro pais, apenas existen datos relativos a la concentracién de HAPs en este producto.
determinar su contenido en HAPs y, por otro, estudiar el efecto que la tripa que lo envuelve ejerce sobre la

i PP Garcia Falcon y colaboradores (3) estudiaron el contenido de benzo(a)pireno en varios productos ahumados
concentracitin. de FliPen el interior:del producto: espafioles y encontraron niveles de 0,12 y 0,34 ug/kg en chorizo, que son del mismo orden que los 0,36
ng/kg encontrados en este estudio. Si se tiene en cuenta que el limite maximo de benzo(a)pireno establecido
EXPERIMENTAL para alimentos ahumados con aromas de humo es de 0,03 ng/kg, se observa que la concentracién en este

tipo concreto de producto es 10 veces superior.

Se estudiaron tres tipos de muestras: el producto entero incluyendo la piel, el interior sin la piel y, por dltimo, 2.- Comparacion del contenido de HAPs en los tres tipos de muestras. En la Tabla 1 se observa que:
la piel sola. La metodologia empleada aparece esquematizada en la Figura 1. oEl niimero de HAPs identificados en las tres muestras es practi el mismo. Uni algunos
T AICADOY PESADO DR MUSTRD, | compuestos que se encuentran en concentraciones muy bajas en el producto entero (metilerisenos,
] . Cabe sefialar que, para la preparacion de las muestras, benzo(a)fluoranteno y piceno), no se han podido identificar en el interior y, por otra parte, en la piel se
Emm(g;gﬁgfmﬂ' se ensayaron dos tipos de procedimientos. En uno de ha encontrado un isémero del indeno(l,2,3-cd)pireno y del benzo(ghi)perileno (276) que no habia
ety ellos se extrajo primero la grasa de la muestra y, a podido ser identificado en las otras muestras.
ST ] °°“ﬁﬂ_“3°i°"“z se someti6 a un proceso . de *Si se observan las concentraciones totales de HAPs en las tres muestras, se puede comprobar que el
saponificacion y, en el otro, la muestra se saponificd contenido total de HAPs en el interior del producto es menor que en el producto entero, y que la
o directamente. En el caso de la piel, que se trata de una concentracion encontrada en la piel es doble que la de este tltimo. Asimismo, se puede apreciar que las
[ Pt o ] tripa de cerdo natural, ésta fue saponificada concentraciones individuales de los diferentes compuestos son mas bajas en el interior que en el producto
—— | directamente, ya que su naturaleza  es entero. Sin embargo, en la piel se observa que, en general, la concentracién de casi todos los HAPs,
[(Lavapo vousrcacion ceL exracro)] fundamentalmente proteica. La cuantificacion de los exceptuando los de menor peso molecular, es mayor que en las otras dos muestras.
HAPs se llevé a cabo mediante la adicién de una
((PURIFICACICN medine EXTRACCION EN FASE SOLIDA (5PE) | mezcla de HAPs deuterados al principio del proceso. 3.- Comparacion de proporciones de HAPs en los tres tipos de muestras. En la Figura 2 se han
I organizado los HAPs en 10 grupos y se han representado las proporciones de cada uno respecto a la

concentracion total en los tres tipos de muestra. En esta figura puede observarse que, hasta el grupo 8, las
proporciones de los compuestos no alquilados (grupos 1, 3, 4, 6 y 8) son algo mayores en el interior del

producto que en el producto

entero, mientras que los que

'FROPORCIONES (%) soportan grupos alquilo (grupos

2R 2,5, 7y 9) estan en menor

IDENTIFICACION Y CUANTIFICACION DE HAFS
CROMATOGRAFIA DE GASES/ESPECTRONETRIA DE MASAS

Figura 1. Esquema del procedimiento empleado
para el estudio de las muestras.

@
RESULTADOS Y DISCUSION - proporcién en el interior que en
. i X » el producto entero. Por otra
En lo relativo a la metodologia empleada, cabe sefialar que apenas se encontraron diferencias entre ol parte, si se compara la piel con
los resultados obtenidos con o sin extraccién previa de grasa. Las concentraciones de los HAPs £ el produto entero, se observa
identificados en los tres tipos de muestras aparecen representados en la Tabla 1. que las pmporciénes de 168
5 HAPs mas ligeros son mas bajas
Tabla 1. HAPs identificados en tres tipos de muestras de chorizo ahumado y sus concentracicnes, en ug/kg 25 xu en la piel, sobre todo la de
" >
CHORIZO ENTERO INTERIOR PIEL % PENETRACION naftaleno  (grupo  1).  Sin
Waftaleno 317,65 272,46 122,68 5,77 5 embargo, a partir del grupo 4,
2 Metilnaftaleno 190,42 132,53 14649 69,60 1@ 1 H %
1-Metilnaftaleno 148,56 101,31 131,53 68,19 1. 1071 i as PIOPOTCIOHES‘ son  mucho
2,6 Dimetilnaftaleno 250,81 107,74 209,88 42,95 1o mayores en la piel que en el
1,7 Dimetilnaftaleno 127,36 65,37 202,12 51,33 s
1,6 Dimetilnaftaleno 19672 98,96 247.87 50,30 " . producto entero. i Estos
§14-42,3-Dimetilnaftaleno? 57,33 2935 87,89 51,19 b " resultados ponen de manifiesto
1,5 Dimetilnaftaleno 53,69 25,54 71,36 47,57 sl HA
Dimetilnaftaleno o isémero 120,26 59,22 14539 49,24 o que los Ee fie AYOL, pesa
Acenaftileno 187,55 116,02 19418 61,85 1 2 3 4 s s 7 s s 0 molecular, asi como los
Acenafteno 18,01 10,67 2431 59,22 4
Flucreno 103,75 65,06 140,60 62,70 GHUEOSDEHARY e . alquilados,
Fenantreno 496,55 294,10 991,50 59,23 encuentran  dificultad  para
Antraceno 97,06 55,19 180,99 56,86 Figura 2. Proporciones de los distintos grupos de HAPs en cada una de las muestras. 1: Naffaleno; difundir a través de la piel y, en
oletell o P oe b o 2: Derivados alquilados de naftaleno; 3: Acenafiileno+Acenafieno+Fluoreno; 4: congecuencia, quedan retenidos
2 Metilfenanirenio 54,67 29,54 224,07 54,02 Fenantreno+Antraceno; 5: Derivados alquilados del grupo 4; 6: Fluoranteno+Pireno; 7: en esta tltima, que actia de
2 Meilantraceno 32,12 14,57 105,14 4535 Derivados alquilados del grupo 6; 8: Benz(a)antraceno+Criseno+Trifenileno; 9: barrera selectiva
9-Metiffenanreno 4341 20,59 195,80 4743 Derivados alquilados del grupo 8; 10: HAPs con cinco anillos aromaticos o mas i
1-Metilfenantreno 39,99 22,27 164,55 55,69
Dimetilfenantreno o isémero 5,30 2,99 2432 5642
Dimetilfenantranc o isémero 1025 381 76,94 37,17
2,7-Dimetilfenantreno o isémero 2242 7,26 164,59 32,38 Estas observaciones coinciden con las de otros autores (4,5) que también han encontrado que la piel ejerce un efecto de barrera
Dimetilfenantr 61 479 1,89 29,44 3946 i PRPPYY " M
i — o 19,90 o1 159,68 4528 frente a la penetracién de algunos HAPs hacia el interior del producto. Sin embargo, hay que sefialar que, tal como se puede
Dimetilfenantreno o isémero 29,13 12,64 269,10 4339 comprobar en la Tabla 1, la piel no impide totalmente la penetracién de HAPs que pueden suponer un riesgo para la salud
Dimetilfenantreno o isémero 12,28 475 93,72 38,68 5 . - o i e o
Srlire i A 5o Tor 3675 380 humana, encontrandose porcentajes de penetracl.on que oscilan entre el 37,50% de indeno(1,2,3-cd)pireno y el. 63,98% .de
Fluoranteno 59,93 37,13 303,86 61,95 benz(a)antraceno. No obstante, estos valores son inferiores a los encontradas por otros autores en productos embutidos en tripa
Pireno 54,05 31,27 27470 57,84 natural (6).
m-Terfenilo 243 076 21,86 31,07 ¥
pTerfenilo 137 0,56 13,15 40,88
2 Metilfluoranteno o isémero 3,00 0,89 29,80 29,67 CONCLUSIONES
Metilfluoranteno o isérmero 237 0,93 15,45 39,03 . . , : .
MétiFlonrieno o ietmero 314 135 3025 4.8 1.-El ‘chonzo ah\}mado iestudlado presenta un elevado mimero, asi como un amplio rango de HAPs, algunos de ellos con
¢1-Metilfluoranteno+ 11H-Benzo(@)fluorenc? 9,59 381 52,87 39,68 actividad carcinogénica probable en el hombre, si bien las concentraciones de estos iltimos son bajas. Se ha encontrado
Metilfluoranteno o isémero 031 021 175 67,74 N oz . - .
IELB enzochyflucrens 343 122 203 354 benzo(a)pireno en una concentracion 10 veces superior a la permitida en alimentos ahumados con aromas de humo.
11H-Benzo(0)fluoreno 1,70 079 11,9 46,18 ‘ol o - : o Lo gng
R e, pit e Er Sl 2.- La piel ejerce un efecto de barrera selectiva sobre el producto, ya que restringe la difusion hacia el interior de los HAPs mas

Metilfluoranteno o isémero 492 1,70 3441 34,55 pesados y de compuestos alquilados, entre los que se encuentran algunos HAPs con gran actividad carcinogénica, como 5-

LMo gae 1,88 sz el metileriseno 6 7,12-dimetilbenz(a)antraceno, si bién éstos no han sido detectados en estas muestras.
Benz(ajantraceno 236 151 25,67 63,98
mmigﬁ“"g’r‘:&m é’i; 2 366;} 240 3.- Teniendo en cuenta los resultados obtenidos, seria conveniente evitar el consumo de la piel de los embutidos ahumados
3-Metileriseno 043 “© 543 3 como medida para reducir la ingesta de HAPs procedentes de la dieta.
2-Metileriseno 0,36 © 6,01 .
1-Metileriseno 047 @ 4,78 = BIBLIOGRAFIA
Benzo(b)flucranteno 047 030 7,54 62,77 :
e ol o e i (1) Guillén, MD ; Sopelans, P, Pertearroyo, M.A (1997) Rev. Bnv. Health, 12: 133-146
Benzo(@flucrarteno 0,13 2 1,45 i @) Gomas, E.A; Gray, 11; Rabie, §; Lopez-Bote, C.; Booren, AM (1993) Fod Addit. Contam, 10 503-521
Benzo(@)pireno 036 022 520 59,72 @) Garcia Falodn, M.S.; Gonzdlez Amigo, S Lage Yusty, M A ; Simal Lozano, J. (1999) Food Addit. Contam., 16,9-14.
Benzo(@pireno 0,36 017 fi 41,22 () Engst, R ; Fritz, W. (1977) Acta Aliment. Pol.,, 3,255-267
S—— 020 008 b 37,50 (5) Simon, §.; Rypinski, A A; Tauber, F.W.; Pencyla, R M ; Westerberg, D.0. (1969).JAgric. Food Chem, 17,1128-1134
Piceno 007 . 147 p (©) Filipovic, I, Toth, L. (1971) Fleschwirtschaft, 51,1323-1325
Benzo(ghiperileno 024 0,09 28 37,50
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Una Comunicacion en forma de Poster, y un Artiquiblicado en el Libro de Actas del

congreso.

-M2 Dolores Guillén, M. L. Ibargoitia, Patricia S#pna, Begofia Abascal, Gemma Palencia y
Marichu Fresno. “Algunos de los efectos del ahumadola manufactura del queso

ahumado con humo o con aromas de humo”.
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ALGUNOS DE LOS EFECTOS DEL AHUMADO EN LA MANUFACTUR A DEL
QUESO. AHUMADO CON HUMO O CON AROMAS DE HUMO
Guillén M.D.*, Ibargoitia M.L., Sopelana P., Abat&a, Palencia G. y Fresno M2,

Tecnologia de Alimentos. Facultad de Farmacia. émsidad del Pais Vasco. Paseo de la
Universidad, n® 7, 01006 Vitoria (Alava).Teléfor@id5 013081; Fax: 945 013014; E-mail:
knpgulod@vf.ehu.e$ Instituto Canario de Investigaciones Agrarias

El proceso de ahumado es uno de los mas antigupkea&oes por el hombre para
conservar alimentos, y enriquecerlos en notas arcesa Por esta razén, el humo ha sido
considerado por algunos como la primera espediaaaa por el hombre.

Uno de los productos alimenticios que tradicionalteese viene sometiendo al
proceso de ahumado es el queso. Este, al iguatgueuier otro alimento, se puede ahumar
mediante humo natural o mediante aromas de hunmoguaueste segundo tipo de procesado
esta prohibido en Espafa por la legislacion espafiol

En trabajos previos hemos estudiado la composicdénaromas de humo, los
componentes volatiles y menos volatiles de alimeatiumados, asi como la contaminacion
por HAPs en alimentos ahumados. En esta comunita@écomparan los efectos que el
ahumado tradicional provoca en queso fresco deacatin los que el ahumado mediante
aromas de humo puede provocar en quesos experlagentarelaciéon con el color, con la
concentracion de componentes responsables del galbar, asi como en relacion al nivel de
contaminacion adquirida como consecuencia del alam&@e estudian quesos Palmeros,
amparados por la Denominacién de Origen de quesmeRa ahumados por métodos
tradicionales, con quesos experimentales ahumaniosaomas de humo de composicion
variada.

En los quesos ahumados por métodos tradicionalegragucen inevitablemente
cambios en el color, que son la manifestacion eatete otros cambios mas profundos
producidos por reacciones quimicas; mientras qu®muesos ahumados con aromas de
humo los cambios de color dependen del aroma deo lrempleado, pudiéndose producir

quesos con sabor y olor a humo sin que su coldifeseencie del de quesos no ahumados. En
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relacion con los cambios en sabor y olor, ambosaqalinientos permiten controlar estos
atributos, si bien este control se puede ejercdomaea mas efectiva y homogénea cuando se
emplean aromas de humo. El grado de contamina@érHpPs se puede controlar mejor

cuando se ahuma con aromas de humo.
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ALGUNOS DE LOS EFECTOS DEL AHUMADO EN LA MANUFACTUR A DEL
QUESO. AHUMADO CON HUMO O CON AROMAS DE HUMO
Guillén M.D.*, Ibargoitia M.L., Sopelana P., Abat&a, Palencia G. y Fresno M2,

Tecnologia de Alimentos. Facultad de Farmacia. émsidad del Pais Vasco. Paseo de la
Universidad, n® 7, 01006 Vitoria (Alava).Teléfor@id5 013081; Fax: 945 013014; E-mail:
knpgulod@vf.ehu.e$ Instituto Canario de Investigaciones Agrarias

Palabras clave:Color, sabor, aroma, componentes volatiles y sddtiles, hidrocarburos

aromaticos policiclicos.

Resumen.Se comparan los efectos que provocan en el ques@maesos de ahumado
diferentes, el ahumado tradicional con humo y eh@mdo con aromas de humo, este Ultimo
prohibido por ley en Espafia. Se ofrece una visiénlad cambios que se producen en
caracteristicas tales como color, aspecto exteatmr y olor, asi como en la composicién del
espacio de cabeza, y en el grado de contaminacibhighocarburos aromaticos policiclicos
de quesos sometidos a ambos tipos de ahumadontiacspecial hincapié en estos dos

altimos aspectos.
INTRODUCCION

El ahumado es uno de los procesos mas antiguosngergacion de alimentos, que ademas
los enriquece en notas aromaticas; por esta rdwedsido considerado por algunos como la
primera especia utilizada por el hombre. En nusdiiias, el ahumado se sigue empleando,
fundamentalmente, por las propiedades sensorialespgoporciona a los alimentos; no
obstante, este proceso sigue manteniendo sus f@scae ampliar la vida util de los mismos
(Mohler, 1982; Maga, 1988; Girard, 1991).

A pesar de que el ahumado de alimentos es unagaractly antigua, hasta tiempos recientes
no se ha podido profundizar en las bases ciergificdre las que se asientan los distintos

cambios que este proceso provoca en el alimento.
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El proceso de ahumado consta de una primera etafm e se genera el humo y de una
segunda etapa en la que el humo se aplica al dbmEn algunos procesos artesanales de
ahumado no hay separacion entre estas dos etapasni&argo, en los procesos industriales,
ambas etapas pueden diferenciarse, ya que en algasos el humo puede ser sometido a
procesos de purificacién o de ionizacion antesedaglicado al alimento. El caso extremo de
separacion entre produccion del humo y aplicaciénédte al alimento lo constituye el
ahumado con aromas de humo. Los aromas de huniefioe la legislacion como extractos
de humo utilizados en los procedimientos tradidemade ahumado de los productos
alimenticios (Directiva 88/388/CEE); a esta defiti; en diciembre de 2003, se ha afiadido
gue también son aromas de humo los condensadosrimémde humo y las fracciones
primarias de alquitran, asi como otros posiblesasderivados de éstos (Reglamento €E n
2065/2003 del Parlamento Europeo). En este casgeraracion del humo esta totalmente
alejada, tanto en el tiempo como en el espacita dplicacion de los componentes del humo

al alimento.

Uno de los productos alimenticios que tradicionaiteese viene sometiendo al proceso de
ahumado es el queso. Este, al igual que cualgtrieratimento, se puede ahumar mediante
humo natural o mediante aromas de humo, aunquesegiindo tipo de procesado esta
prohibido en Espafa por ley (Orden de 29 de nouvierdb 1985). El ahumado con aromas de
humo ofrece multiples ventajas frente al ahumaddid¢ronal en cuanto a versatilidad de
aplicacion, homogeneidad del producto acabado,r@ahecondémico y de instalaciones,
reduccion de emisiones a la atmdsfera, etc.; sihaego todavia no se han estudiado en
profundidad los cambios que provoca en los alimgento

En trabajos previos hemos estudiado la composideéaromas de humo comerciales y de
otros obtenidos a escala de laboratorio (Guilléralget1995; Guillen y Manzanos, 1996;
Guillén e Ibargoitia, 1996, 1998), asi como su grdé contaminacion por hidrocarburos
aromaticos policiclicos (Guillén et al., 2000aBh este trabajo se comparan los efectos que
el ahumado mediante humo o mediante aromas de prowoca en caracteristicas del queso

tales como color, aspecto externo, olor y saboemes$, se comparan los cambios que se
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producen en su espacio de cabeza, asi como eadm dg contaminacion por hidrocarburos

aromaticos policiclicos.

MATERIALES Y METODOS

Materiales Los quesogstudiados son de varios tipos. Uno de ellos esoqgde cabra fresco,
elaborado artesanalmente en la Isla de la Palnreapgede ser ahumado con cuatro tipos de
materia vegetal diferentéhdja de pino, madera de pino, penca de tunera \carasde
almendrg, tal y como viene recogido en la DenominaciorCugen Palmero (Orden de 31
de agosto de 2001); de este tipo de queso se asmdnuestras ahumadas con cada uno de
los cuatro materiales citados. También se estudiguesos experimentales, de tipo curado,
elaborados con una mezcla de leche de oveja y pasteurizada, que se ahumaron por
inmersion en cuatro aromas de humo liquidos difeserde composicion previamente
estudiada (Guillén et al., 1995; Guillén y Manzanb896; Guillén e Ibargoitia, 1998).
Ademas, en relacién con la contaminacion por hahmaros aromaticos policiclicos, el
estudio se ha ampliado a otros quesos ahumadosn@mdos tradicionales, todos ellos

adquiridos en supermercados locales.

Métodos El andlisis del aspecto externo, color, sabdoylo realizaron paneles entrenados.
El estudio de los componentes volatiles y semiiteiatiel queso implica: la generacion del
espacio de cabeza estatico de 1 g de queso enaumevrado a 50°C; captaciéon de los
componentes del espacio de cabeza mediante mi@oexin en fase sélida (SPME) durante
60 minutos con fibras de distinta naturaleza; d@dorde los componentes retenidos en la
fibra en el inyector de un cromatografo de gasesdmtector de espectrometria de masas
donde se separan, cuantifican e identifican los poomantes extraidos. El estudio

cromatografico se realizo como en trabajos pre(@asllén y Errecalde, 2002).
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La determinacion de la potencial contaminacionpdrocarburos aromaticos policiclicos se
llevé a cabo siguiendo la metodologia indicadaldBsguema 1, tal y como se ha detallado
previamente (Guillén y Sopelana, 2004).

> EXTRACCION DE GRASA
Muestra (20-25 g) E [ (ciclohexano/uItrasonidos)]

Patrones Internos Deuterados (1 mL)

<--- Concentracion

EXTRACCION DE HAPs TRATAMIENTO ALCALINO
(ciclohexano/particion liquido- / |
liquido) : (KOH/metanol)
v ‘ v Dilucién con 100 mL metanol/agua (8:2, v/v)

Fase acuosa | Fase organica >
(Desechar) (Ciclohexano) LAVADOS

CLARIFICACION DEL EXTRACTO
(adicién de 100 mL de una solucién acuosa de
tungstato de sodio dihidratado)

Reposo durante varias horas--->> +
FILTRACION

------ Concentracion

PURIFICACION DESECACION
(tubos de SPE-silicagel) . (sulfato sédico anhidro)

------- Concentracion (1 mL)
[ SEPARACION, IDENTIFICACION Y CUANTIFICACION DE HAPs }

CG-EM (SIM)

Esguema 1.Metodologia seguida para la determinaciéhidiocarburos aromaticos policiclicos
(HAPs)en quesos.

RESULTADOS Y DISCUSION

Color y Aspecto ExternoTanto el color como el aspecto extewa queso influyen en la
decision del consumidor, ya que se produce la taled asociacion de estas caracteristicas
con determinadas sensaciones que permanecen ererfeoria sensorialEl ahumado
tradicional provoca un cambio de color en el queso que implinaoscurecimiento del
mismo Se ha comentado que el desarrollo del color quesos ahumados se debe a varios
factores, entre los que se pueden citar: depoésiadglinos componentes del humo que poseen
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color, asi como de compuestos coloreados que seragempor procesos de oxidacion o
polimerizacion de componentes del humo (Moéhler,219&th y Potthast, 1984); formacion

de compuestos pardos que se generan tanto enomexcie tipo Maillard entre componentes
del humo que soportan grupos carbonilicos y gr@mma de proteinas y aminoacidos del
queso (Ruiter, 1979; Gilbert y Knowles, 1975; Hobleck, 1994), como en otros tipos de

reacciones.

Como consecuencia del ahumado tradicional, el qadsaiere color oscuro, generalmente
homogéneo, cuya intensidad es funcién del gradoallemado. Ademas, el ahumado
tradicional puede ser aprovechado para que al qaggoiera caracteristicas especificas de
apariencia externa que lo diferencian de otrose Est el caso del queso Palmero que se
ahuma soportado en rejillas (Fresno et al., 2002)ue da lugar a que sobre su superficie se
generen bandas oscuras y claras, que constituyecaracteristica distintiva de este queso,

recogida en el Reglamento de la Denominacion dgeri

Sin embargo, en el ahumado con aromas de humesalebllo del color depende del aroma
de humo empleadoLos aromas de humo liquidos que contienen todas tijpos de
componentes que hay en el humo y en proporciorregigas a las que se encuentran en éste,
provocan modificaciones mas o menos intensas d@l eo la corteza del queso dependiendo
de la concentracion de los componentes del humaelearoma; en este sentido, los
condensados modifican sensiblemente el color desa@uLos aromas de humo constituidos
solamente por derivados fenélicos apenas provoaamios en el color del queso debido a la
ausencia de derivados carbonilicos, que son lopageéen dar lugar a reacciones similares a
la de Maillard y generar melanoidinas pardas. Tamlie ha comentado que algunos
derivados fendlicos de muy elevado peso moleculaden reaccionar con las proteinas para
dar lugar a compuestos pardos; no obstante, esesadizs fendlicos no son muy frecuentes

en aromas de humo.
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Olor y Sabor El olor del queso ahumado lo proporcionan todggselos componentes
aromaticos volatiles que escapan del mismo en otra@@on suficiente para ser percibida por
los receptores del olor. ElI sabor se define comaosjunto de impresiones olfativas y
gustativas que aparecen en el momento del consehaimhento. El sabor, asi entendido, es
una sensacion global, producida tanto por las aobists que interaccionan con los receptores
del gusto como con los del olfato, y que incluyamta a componentes propios y especificos
de cada queso como a componentes del humo queesigpie se han adherido al queso, y a
otros potenciales componentes que hayan podidar sirgeacciones entre componentes del
humo y del queso. Al sabor del queso ahumado seidma que contribuyen los
componentes que contribuyen al olor y, ademass atomponentes que probablemente no
escapan de la matriz del queso a la fase gas, yr@® y otros se deben encontrar en
concentraciones por encima de su concentracionalmbrdicha matriz.

Tanto el sabor como el olor del queso Palmier® juzgado como muy agradable por el panel
de cata y su aceptabilidad viene avalada por laseaos seis siglos, de los que se tiene
constancia escrita, de tradicion en su elabora&antérminos genéricos, las preferencias se
centraron en aquellos quesos que presentaban da deaahumado y un nivel de lipdlisis

intermedios.

Al olor y sabor de los quesos ahumados con aromeasuthocontribuiran los componentes
especificos del queso y los que se generen o sl como consecuencia de la inmersion
del queso en el aroma de humo. También el olobgrsde los quesos ahumados con aromas
de humo han sido juzgados como agradables pornell pi@ cata, si bien con unas notas a
humo mucho mas ligeras que los ahumados por métaattisionales; no obstante, hay que
sefalar que la intensidad de las notas a humoesepacrementar prolongando el tiempo de

ahumado o aumentando la concentracion de los canpssiaromaticos en el aroma.

Componentes del Espacio de CabeEaespacio de cabeza de los quesos ahumados, como

hemos comentado anteriormente, esta constituidolgzocomponentes que escapan de la
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matriz del queso y pasan a formar parte de ladaseosa que lo envuelve, y de él forman

parte tanto componentes aromaticos como no araosatic

El espacio de cabeza de quesos ahumados por métradicsonaleslo hemos estudiado en
distintos quesos entre ellos en quesos Palmeresaadles ahumados con cuatro tipos de
madera diferentes. A pesar de tratarse de un dueswm, el nUmero de componentes que
forma parte de su espacio de cabeza es muy ele@&laetectaron mas de trescientos
compuestos; entre los que se pueden citar: acidlesholes, ésteres, hidrocarburos,
aldehidos, cetonas, derivados de furano y de pirmpenos y sesquiterpenos, derivados
nitrogenados, fenol, guayacol, siringol y derivadeséstos, éteres, y otros. Sin embargo los
mayoritarios son los acidos y los componentes deld) y las diferencias mas marcadas entre
los quesos ahumados con el mismo tipo de maderaleben precisamente a las
concentraciones en que se encuentran estos dassgtagomponentes o, lo que es lo mismo,
al grado de lipdlisis sufrida por cada queso y iatiensidad del proceso de ahumado (Guillén

et al., 2004; Guillén y Sopelana, 2004).

En la Figura 1 se muestran los cromatogramas deoloponentes extraidos mediante SPME
del espacio de cabeza estatico de distintos qurRedogeros ahumados con humo obtenido de
hoja de pino. Puede observarse que las mayoresmlifas se detectan en las concentraciones
de los picos anchos, que se deben a acidos y serdgran en concentraciones muy elevadas
en el queso A2, y en las concentraciones del réstpicos con alturas significantes, la
mayoria de los cuales corresponden a los companeataunes a todos los tipos de humo;

estos ultimos se encuentran en concentracioneglméslas en el queso denominado A4.

Algunos de los olores aportados por los acidosalesdtro a doce atomos de carbono se han
descrito como a rancio, a cabra o a oy®alimard y Spinnler, 1996), y las notas aportadas
por algunos componentes del humo se han descritib:cpicantes y cresdlicas las que
aportan fenol y alquil-fenol derivados (Kim et dl974); dulces y a humo las que aportan
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guayacol y derivados; a humo, a quemado las queaapsiringol y derivados; a dulce, a
guemado, a caramelo las notas que aportan cickpedipnas, furanonas; agradables, dulces,
a flores las notas de algunos derivados de furales tomo 2-furancarboxaldehido, 5-metil-
2-furancarboxaldehido y acetilfurano; y a hiertsada algunas ciclopentanonas (Baltes et al.,

1981, Téth y Potthast, 1984).
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Figura 1. Cromatogramas de los componentes extraidos patiesde cabeza de la zona
exterior de distintos quesos Palmeros (Al, A2 y &f)mados con humo procedente de
un mismo tipo de madera.

Entre quesos Palmeros artesanos ahumados con hweoedente de distintas maderas las
variaciones en los espacios de cabeza se debenasdie a las diferencias anteriormente
comentadas, a las caracteristicas especificasudad lque genera cada tipo de madera. En
relacion a este ultimo aspecto, las diferenciamaeifiestan por la presencia o ausencia de
determinados terpenos o sesquiterpenos tipicodgieas de las maderas empleadas, asi
como en las proporciones relativas de los compesetwnsiderados comunes a todos los

tipos de humo.

El espacio de cabeza de los quesos ahumados canaarale humoal igual que los

ahumados por métodos tradicionales, contienen coempes tipicos de queso y componentes
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tipicos de humo, si bien, en este caso tanto elenuiide componentes de humo detectados
como sus concentraciones son muy inferiores a ha®rgrados en los quesos Palmeros
ahumados por métodos tradicionales. Esto tiene @mmsecuencia que los quesos ahumados
con aromas de humo presentan unas notas a humm miéchsuaves que los ahumados por
meétodos tradicionales, pero se pueden intenssicse desea. Se ha observado que, a pesar de
gue todos los aromas de humo aportan al queso canfes tipicos de humo, cada uno de
ellos aporta otras caracteristicas especificagldsela que este proceso de ahumado favorece o
dificulta ciertos procesos que dan lugar a la faigrade algunos de los componentes tipicos
de queso. Asi, todos los aromas provocan un ingremen el espacio de cabeza de
hidrocarburos monoaromaticos y el mayor se ha wbader con aromas de humo liquido
donde los componentes tipicos de humo se encuestrdrajas concentraciones. Todos los
aromas provocan un incremento en la concentraadacitios en el espacio de cabeza del
gueso ahumado en relacidén con el queso sin ahwsi@r,efecto es mas pronunciado en los
guesos ahumados con condensados de humo; estosnsadds provocan asimismo un
incremento en las proporciones de alcoholes eridelacon el queso sin ahumar. Por esta
razon, se puede entender que sean los quesos asup@ad condensados de humo los que
muestren un incremento importante en la concedimade ésteres, mientras que los otros
aromas provocan el efecto contrario, es decir Wiio la formacién de ésteres en relacién
con el queso sin ahumar. En todos los casos, ehathw con aromas de humo impide la
formacion de aldehidos, y su efecto sobre la forémade cetonas es especifico de cada
aroma. En resumen, puede decirse que, ademas darajmponentes de humo, el ahumado
con aromas de humo contribuye a modificar el espdeicabeza del queso con variaciones

especificas asociadas a cada aroma, que son depisdie la composicion del mismo.

Grado de Contaminacion por Hidrocarburos Aromaticd®oliciclicos Los hidrocarburos
aromaticos policiclicos se generan en procesos odebustion y pirdlisis de materiales
organicos y pueden llegar a los alimentos por viasy diversas. Todos ellos son

eminentemente lipofilicos, si bien los de menoopeslecular son algo solubles en agua; por
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esta razon, tienen tendencia a mezclarse conpiol®$i alimentarios, de donde es muy dificil
aislarlos. A pesar de que hasta hace poco tiempalsa extendido la idea de que todos los
alimentos ahumados eran sospechosos de estar awedas)por este tipo de contaminantes,
y a pesar del elevado porcentaje de grasa en quleanssido muy pocos los trabajos
publicados dirigidos a determinar la concentraaéneste tipo de contaminantes en quesos
ahumados.

Los resultados obtenidos en relacion con la comaeion por hidrocarburos aromaticos
policiclicos en quesos ahumados de forma tradididrem puesto de manifiesto que, si el
proceso de ahumado se lleva a cabo de forma adecsadpueden obtener quesos con
concentraciones muy bajas de estos contaminantesza y, por lo tanto, mucho menores
todavia en el interior del queso.

De los numerosos quesos estudiados, ninguno de alanza los niveles maximos
permitidos por la legislacion espafiola, que se redac en 1Qug de benzo(a)pireno por Kg
en corteza de queso (Orden de 29 de noviembre &&);1190 obstante hay que sefalar que
esta Norma permite niveles muy altos de benzo@)piren relacién con la Norma sobre
alimentos ahumados con aromas de humo (Reglameato® @065/2003 del Parlamento
Europeo).

En la Tabla 1 se muestran las concentraciones di®darburos aromaticos policiclicos
correspondientes a los quesos ahumados con hunoy @2, que son los que presentan la
mayor y menor contaminacion entre todos los estiodi§l4 tipos diferentes).

En cuanto a los quesos ahumados con aromas de,helngoado de contaminacién vendra
determinado por los hidrocarburos que puedan aplmdaaromas, cuyos niveles se pueden
conocer con precision antes del ahumado, y pajuesposea el queso. Hay que recordar que
el queso es un producto con una elevada propode@rasa en cuya elaboracion se necesitan
cantidades importantes de leche, por lo que losaaunantes lipofilicos que pueda contener
la leche apareceran concentrados en el queso. Eabla 1 se muestran las concentraciones
de hidrocarburos aromaticos policiclicos corresjmmtds a los quesos ahumados con aromas

de humo, QAH1 y QAH2, que son los que presentandgor y menor contaminacion entre

360



Otras contribuciones

todos los estudiados (4 tipos diferentes). Hay destacar que la legislacion vigente en

Europa y en Espafia limita la concentracion de Hejgzioeno a 0,03g/Kg (Directiva

88/388/CEE), es decir, los limites establecidosa péimentos ahumados con aromas de humo

son mucho mas exigentes que para los alimentosadaston humo.

Tabla 1. Concentraciones maximas y minimas de algunos dadoaros arométicos policiclicos
detectados en la zona externagdesos ahumados con huif@H1 y QH2) ycon aromas déiumo
(QAH1 y QAH2). Los valores, emg/Kg, vienen dados como valor medio + desviacidaretar.

Compuesto QH1 QH2 QAH1 QAH2
Naftalend 232,7+12,1 9,3+0,4 46,6£3,5 55,2+12,0
2-Metilnaftaleno 245,3+1,7 5,3x0,4 16,2+1,2 18,4t5,
1-Metilnaftaleno 173,3+x0,2 3,1+0,1 10,4+0,8 10,8t3,
2,6-Dimetilnaftaleno 257,943,7 2,5+0,1 19,5+1,0 7kB,6
1,7-Dimetilnaftaleno 247,3+6,5 2,3+0,0 20,2+0,2 8i3,3
1,6-Dimetilnaftaleno 233,745,6  2,0+0,1 15,7+0,6 4126
1,4-+2,3-Dimetilnaftaleno 90,0+2,2 -- 9,8+1,0 7,312
1,5-Dimetilnaftaleno 55,3#1,9 0,7+0,3 3,6+0,0 3,320
Acenatftileno 68,6+5,3 0,4+0,0 9,841,5 1,9+0,0
Acenafteno 20,6+0,8 0,3+0,0 1,9+0,5 1,1+0,0
Fluoreno 65,6+2,2 0,8%0,0 11,8+1,5 3,8+0,0
Fenantreno 105,3+4,3 1,9+0,0 27,2+42,5 3,5+0,3
Antraceno 23,0x0,5 0,1+0,0 -- --
3-Metilfenantreno 20,8+0,5 0,7+0,1 4,840,4 1,5+0,0
2-Metilfenantreno 26,3+0,9 0,940,0 5,5+0,4 1,5+0,0
2-Metilantraceno 13,2+0,3 -- 3,0+0,2 2,1+0,0
9-Metilfenantreno 20,2+0,5 0,740,0 -- --
1-Metilfenantreno 18,8+0,4 0,5+0,0 4,840,4 1,1+0,0
Dimetilfenantreno o isbmero 4,5+0,7 -- 0,8+0,1 --
Dimetilfenantreno o isobmero 4,4+0,6 0,3%+0,0 0,7+0,4 --
Dimetilfenantreno o isbmero 2,1+0,3 0,2+0,0 2,1+0,5 1,4+0,0
Dimetilfenantreno o isomero 3,2+0,7 -- 1,5+0,3 ()Wés
Dimetilfenantreno o isbmero 8,1+1,0 0,8%0,0 2,8+0,4 0,6+0,0
Dimetilfenantreno o isbmero 8,4+1,1 0,5+0,1 -- --
Dimetilfenantreno o isbmero 8,9+1,2 0,4+0,0 -- --
o-Terfenilo 4,1+0,3 0,8+0,1 0,5+0,2 0,4+0,0
Fluoranteno 13,5+0,1 0,4+0,0 3,7+0,3 0,5+0,0
Pireno 12,8+0,3 0,8+0,0 3,5+0,2 0,7+0,0
2-Metilfluoranteno 1,1+0,0 -- 0,4+0,0 --
Metilfluoranteno o isbmero 1,0+0,0 -- 0,4+0,0 --
Metilfluoranteno o isbmero 1,2+0,0 -- 0,3+0,0 --
Metilfluoranteno o isbmero 1,8+0,0 <0,1 0,4+0,2 --
Metilfluoranteno o isbmero 2,4+0,0 0,1+0,0 0,4%0,0 --
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Tabla 1. (continuacion)

Compuesto QH1 QH2 QAH1 QAH2
1-Metilpireno 2,1+0,0 <0,1 0,5+0,0 0,1+0,0
11H-Benzo(b)fluoreno 1,7+£0,0 - 0,4+0,0 --
11H-Benzo(c)fluoreno 0,9+0,0 -- 0,3+0,0 --
m-Terfenilo 0,9+0,0 0,3+0,0 0,2+0,0 0,2+0,0
p-Terfenilo 0,2+0,0 0,1+0,0 -- --
Benzo(a)antracerio 2,0£0,0 0,1+0,0 0,5+0,0 -
Criseno + Trifenileno 2,3x0,0 0,1+0,0 0,8+0,0 0,440
Benzo(b)fluorantend 0,620,0 - 0,1+0,0 -
Benzo(j+k)fluorantends 0,9+0,0 - 0,240,1 -
Benzo(a)pirenb 0,8+0,0 - 0,2+0,0 -
Indeno(1,2,3-cd)pirerfo 0,6+0,0 -- 0,1+0,0 --
Benzo(ghi)perileno 0,5+0,0 <0,1 -- --
TOTAL 2.238,5 36,3 236,8 165,0

! Compuesto con cierto grado de carcinogenicidadaterdo con la clasificacién de la
International Agency for Research on Cancer (IAR@73, 1983)

CONCLUSIONES

El ahumado mediante aromas de hupemite aportar notas aromaticas de humo al queso
pudiéndose modificar o no el color de éste empleahdiroma de humo adecuado para ello.
El ahumado tradicionalimplica siempre modificacion del color del queserq permite
disefiar exteriores de quesos con caracteristicgtintiias como en el queso Palmero
artesanal. Tanto los quesos ahumados con la tétraiaional como con aromas de humo
tienen un olor y un sabor que han sido juzgadosocagnadables por los paneles sensoriales,
siendo mas tenues las notas a humo en los quesosadbs con aromas de humo; no
obstante, en éstos Ultimos, la intensidad de estéas se puede aumentar y regular a
voluntad, de forma mucho mas controlada que ehwehado tradicional. Ambos procesos de
ahumado modifican la composicién del espacio dezable los quesos; hay que destacar que
no se han detectado componentes en el espacideeracde los quesos ahumados con aromas
que no hayan sido detectados en los quesos ahumadasétodos tradicionales. Por esta
razén la prohibicién por ley en Espafia de ahumasas con aromas de humo debe estar

basada en razones no relacionadas con los camimosegproducen en el espacio de cabeza
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del queso. Las concentraciones de hidrocarburaséiwos policiclicos encontradas en los
guesos ahumados por ambos métodos no excedemitesliegales establecidos pero parece
necesaria una armonizacion de la legislacion et a las concentraciones permitidas de

estos contaminantes en alimentos en general.
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INTRODUCCION

El ahumado es uno de los procesos mas antiguos de conservacién de alimentos, y en nuestros dias,

Olor y Sabor. Tanto el sabor como el olor del queso Palmero fueron juzgados como muy agradables por el
panel de cata. Las preferencias se centraron en aquellos quesos que presentaban un grado de ahumado y un
nivel de lipdlisis intermedios. También el olor y sabor de los quesos ahumados con aromas de humo fueron

se sigue empleando, fundamentalmente, por las propiedades sensoriales que proporciona a los
).

El proceso de ahumado consta de una primera etapa en la que se genera el humo y de una segunda
etapa en la que el humo se aplica al alimento. En algunos procesos artesanales de ahumado no hay
separacién entre estas dos etapas. Sin embargo, en los procesos industriales, ambas etapas pueden
diferenciarse, ya que, en algunos casos, el humo puede ser sometido a procesos de purificaciéon o de
ionizacién antes de ser aplicado al alimento. El caso extremo de separacién entre produccion del humo y
aplicacion de éste al alimento lo constituye el ahumado con aromas de humo.

Uno de los productos ali icios que se viene al proceso de ahumado
es el queso. Este, aligual que cualquier otro aimento, se puede ahumar mediante humo natural o mediante
aromas de humo, si bien este segundo tipo de procesado esta prohibido por ley en Espafia (2).

En este trabajo se comparan los efectos que el humo y aromas de humo
provocan en caracteristicas del queso tales como color, aspecto externo, olor y sabor; ademas, se comparan
los cambios que se producen en su espacio de cabeza, asi como en su grado de contaminacién por
hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAPSs).

MATERIALES Y METODOS
Muestras:

- Queso de cabra fresco, en la Isla de la Palma, que puede ser ahumado con
cuatro tipos de materia vegetal diferente (hoja de pino, madera de pino, penca de tunera y cascara de
almendra), tal y como viene recogido en la Denominacién de Origen Palmero (3).

- Quesos experimentales, de tipo curado, elaborados con una mezcla de leche pasteurizada de oveja y
vaca, y ahumados por inmersién en cuatro aromas de humo liquidos diferentes de composicién
previamente estudiada.

- Quesos ahumados por métodos tradicionales, adquiridos en supermercados locales.
Métodos:
- Aspecto externo, color, sabor y olor ——— Paneles de catadores entrenados

- Componentes volatiles y atiles del queso

Microextraccion en fase solida (SPME) —> Cromatografia de gases-Espectrometria de masas
(Fibra poliacrilato, 85 pm, 50 °C, 60 minutos) (CG-EM)
- HAPs —> Esquema 1

Muestra (20-25 g)
i Patrones internos deuterados

EXTRACCION DE GRA SA
(ciclohexanolultrasonidos)

TRATAMIENTO ALCALINO
(KOHim etano
<— Dilucién con 100 mL metanolfagua (8:2, viv)
EXTRACCION DE HAPs
(ciclohexano)
Fase orginica
(ciclohexana)
CLARIFICACION DEL EXTRACTO
(tungstato de sodio dihidratado)
Reposo durante varias horaslFiltracién —>
PURIFICACION
(Tubos de SPE - Silicagel)

[sEPAnAcle, IDENTIFICA CION Y CUANTIFICACION DE HAPs]
CGEM

Faseacuosa

(sim

Esquema 1. Metodologia seguida para la determinacion de HAPs en quesos.

RESULTADOS Y DISCUSION

Color y Aspecto Externo: El ahumado tradicional confiere al queso un color oscuro, generalmente
homogéneo, cuya intensidad es funcion del grado de ahumado. Ademas, este tipo de ahumado puede ser
aprovechado para que al queso adquiera caracteristicas especificas de apariencia externa, tales como las
bandas oscuras y claras que presenta el queso Palmero que se ahuma soportado en rejillas (4) (Figura 1).

Por ofra parte, tal como se observa en la Figura 2, el color de los quesos ahumados con aromas de humo
liquidos puede variar sensiblemente de unos a oftros. Asi, los aromas que contienen todos los tipos de
componentes que hay en el humo y en proporciones parecidas a las que se encuentran en éste, provocan
modificaciones mas o menos intensas del color en la corteza del queso dependiendo de la concentracién de los
componentes del humo en el aroma. Sin embargo, otros aromas de humo no provocan cambio alguno en el color
del queso.

Figura 1. Quesos Palmeros ahumados por el método tradicional.

Figura 2. Quesos ahumados con aromas de humo.

como dables por el panel de cata, si bien con unas notas a humo mucho mas ligeras que los
ahumados por métodos tradicionales.

Componentes del Espacio de Cabeza: En la Figura 3 se muestran los gramas de los
extraidos mediante SPME del espacio de cabeza estatico de distintos quesos Palmeros ahumados con humo
obtenido de hoja de pino.
Las mayores diferencias se observan en los picos
anchos, que se deben a acidos y se encuentran en
concentraciones muy elevadas en el queso A2, y en
las concentraciones del resto de picos con alturas
significantes, la mayoria de los cuales corresponden
- na— a los componentes comunes a todos los tipos de
A2 humo; estos dftimos se encuentran en
concentraciones mas elevadas en el queso
denominado A4.

’::-?‘ |

A1

El espacio de cabeza de los quesos ahumados con
aromas de humo, al igual que los ahumados por

I ~
Sl

o o
Wi métodos tradicionales, contienen componentes
ool tipicos de queso y componentes tipicos de humo, si
o000 | bien, en este caso tanto el nimero de componentes
m‘ { JJJ de humo detectados como sus concentraciones son
. Ji muy inferiores a los encontrados en los quesos
b m;w%m

Palmeros ahumados por métodos tradicionales.
Figura 3. Cromatogramas de los componentes, extraidos

mediante SPME, del espacio de cabeza de la zona exterior

de distintos quesos Palmeros (A1, A2 y A4) ahumados con

humo obtenido de hoja de pino.

Grado de Contaminacion por HAPs: En la Tabla 1 se muestran las concentraciones de HAPs
correspondientes a los quesos que presentan la mayor y menor contaminacion entre los ahumados con humo,
QH1y QH2, y entre los ahumados con aromas de humo, QAH1 y QAH2.

Tabla 1. Concentraciones maximas y minimas de algunos HAPs detectados en la zona externa de quesos ahumados
con humo (QH1 y QH2) y con aromas de humo (QAH1 y QAH2), en ng/Kg.

HAP QH1 QH2 QAH1 QAH2
Nattaleno' 232,7+ 12,1 93404 466+35  552+120
Metilnaftalenos 418,6 8,4 266 29,2
Dimetilnaftalenos 884,2 75 688 58,5
Acenattileno 68,653 04+00 98+15 1,9+0,0
Acenafteno 206+08 0,3+0,0 1,9+05 1,1+0,0
Fluoreno 65622 08+00 11,8+15 38+00
Fenantreno 1053+ 43 1,9+0,0 s e S 35+03

Antraceno 230+05 0,1+0,0 - el
Metil-fenantrenosf-antracenos 99,3 2,8 18,1 6,2
Dimetilfenantrenos o isémeros 39,6 2 79 27

Fluoranteno 183,501 0,4+00 3,7+0,3 05+0,0

Pireno 12,8+03 08+0,0 35£0.2 0,7+0,0
Metil-fluorantenos/-pirenos 9,6 0,1 24 0,1

Benzofluorenos 2,6 = 0,7 i

Terfenilos §2 1,2 0,7 0,6

Benzo(a)antraceno 2,0+0,0 0,1+0,0 05+0,0 -

Criseno + Trifenileno 23+0,0 0,1+0,0 0,8+0,0 04+0,0

Benzofluorantenos 15 - 03 -

Benzo(a)pireno 0,8+0,0 - 0,2+0,0 =

Indeno(1,2,3-cd)pireno 06+0,0 < 0,1+0,0 <a

Benzo(ghi)perileno 05+0,0 <0,1 - e

TOTAL 2.238,5 36,3 236,8 165,0

1 Compuesto con cierto grado de carcinogenicidad de acuerdo con la clasificacion de la International Agency for
Research on Cancer (5-7).

En esta tabla puede comprobarse que la concentracién de benzo(a)pirenc no excede en nigin caso el limite de
10 pglkg establecido por la legislacion espafiola para la corteza de queso (2). En cambio, en QAH1, la
concentracion de este HAP es superior al maximo de 0,03 pg/kg permitido en otros alimentos tratados con
aromas de humo (8).

CONCLUSIONES

1.- El ahumado tradicional implica siempre modificacién del color del queso; sin embargo, el color de los quesos
ahumados con aromas de humo depende de la composicién del aroma empleado.

2.- Tanto los quesos ahumados con la técnica tradicional como con aromas de humo tienen un olor y un sabor
que han sido juzgados como agradables por los paneles de catadores, siendo mas tenues las notas a humo
en los quesos ahumados con aromas de humo.

3.- En el espacio de cabeza de los quesos ahumados con aromas de humo no se han detectado componentes
diferentes de los i i en los por métodos lici

4.- Las bajas concentraciones de HAPs que pueden presentar los quesos ahumados de forma tradicional ponen
de manifiesto que, si el proceso de ahumado se lleva a cabo de forma adecuada, se pueden controlar los
niveles de estos contaminantes.

5.- A pesar de que las concentraciones de benzo(a)pireno encontradas en los quesos ahumados por ambos
métodos no excede el limite legal establecido, parece necesaria una armonizacién de la legislacién en
relacion a las concentraciones de HAPs permitidas en alimentos en general.
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Polycyclic Aromatic Hydrocarbons in edible vegetal# oils
M.D. Guillén, P. Sopelana and G. Palencia
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01006-Vitoria, Spain

Polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHSs) constitategroup of contaminants which are
widespread in the environment and also in foodsAlthough much attention has been paid
to smoked products because large amounts of PAWs Ieen traditionally associated with
them, there are other foodstuffs which make a greebntribution to the total of PAHs
ingested (2, 3). Among these latter, the fat andy@up can be cited, since their lipophilic
nature makes them very prone to contamination biA$2An this work, different types of
common vegetable oils have been studied, in omatetermine their PAH contamination
degree and discuss the possible influence of threifaaturing process on this contamination.
For this purpose, samples of commercial extra nigdive oil, olive oil, and refined seed oils
were selected. The methodology consists basicélligeodilution of the sample with hexane,
extraction of PAHs with dimethylsulfoxide, back edtion with cyclohexane, clean-up by
solid phase extraction tubes and, finally, ideadifion and quantificatiomf PAHs by gas
chromatography-mass spectrometry operating in Sedemn monitoring (SIM) mode. The
results show that all the oils studied presentgh mumber of PAHs with a wide range of
molecular weights, especially the refined seed ditaong those PAHSs identified, more than
half are alkylated derivatives, which account faraat part of the total PAH concentration in
some of the samples. Seed oils have the highest Ré&tH concentrations, and their PAH
profile is somewhat different from that of extragim olive oils and olive oils. Although the
total PAH concentrations of extra virgin olive odsd olive oils are of the same order, the
proportion of heavy PAHs is higher in the latteiff€ences have also been found between
oils having the same label but coming from différeatches. PAHs with varying degrees of
carcinogenicity have been identified in all the péeg, including benzo(a)pyrene, which has
been identified in olive oils and in two of the de®l samples.
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1. INTRODUCTION 3. METHODOLOGY

Polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs) constitute a group of contaminants which are widespread in the The methodology employed for the study of the oil samples is shown in Figure 1. It
environment and also in foods (1). Although much attention has been paid to smoked products because large must be pointed out that some samples also require an additional alkaline
amounts of PAHs have been traditionally associated with them, there are other foodstuffs which can make a treatment. Each oil was studied in duplicate.

greater contribution to the total of PAHs ingested (2). Among these latter, the fat and oil group can be cited, Sample 1144 g)

since their lipophilic nature makes them very prone to contamination by PAHs. For this reason, in this work, Deuterated ______5,

internal standards

DILUTION (n-HEXANE)

different types of common vegetable oils purchased from local supermarkets have been studied, in order to
EXTRACTION OF PAHSs
(DIVETHYLSULFOXIDE)

determine their PAH contamination degree.
SAMPLES <« Distilled water

x Olive oils (blends of virgin olive oil and refined olive oil) from three different commercial brands: 01, 02 and 03. BACK-EXTRACTION OF PAHs
(CYCLOHEXANE)

x Extra virgin olive oils from two brands: EV1 and EV2.

x Two refined sunflower oils: SF1 and SF2. In the case of oil SF1, samples from two different batches were
studied (SF1-A and SF1-B).

CLEAN-UP (SPE SILICA TUBES)

x A refined oil from a mixture of seeds: SM.

SEPARATION, IDENTIFICATION AND QUANTIFICATION OF PAHs
CGEM (SIM)

Figure 1. Scheme ofthe methodology employed for the study of the oil samples.

4. RESULTS AND DISCUSSION

The PAHs identified in the oils studied and their concentrations, in pg/kg, are given in Table 1. This table shows that a high number of PAHs have been identified, with a wide range of molecular
weights. It must be noticed the presence of a high number of alkylated derivatives, both from low molecular weight PAHs (naphthalene, phenanthrene) and from higher molecular weight ones
(benz(a)anthracene, chrysene). Some ofthem deserve special attention due to their carcinogenicity, such as some methyl-derivatives of benz(a)anthracene and chrysene (3).

Table 1. PAHs identified in the different vegetable oils studied, and their concentrations, in pg/kg.

OLIVE OILS SEEDOILS In relation to the concentrations of the PAHs

o1 02 o0 Ev1 Ev2 SF1A SF1.8 sF2 M identified, it can be observed that the total PAH

Naphthalene+ alyl-derivatives 25.03 5663 GCars 11494 122383 183,27 513.70 78122 concentrations in the seed oils are, in general, far higher
Naphthalene! 13942024 9004284 15012181 206455 12654044 | 5020821218 14902208 79992038 182372048 than those of olive and exira virgin olive oils. These
Methyinaphthalenes (22 2216 668 142 2892 20.18 466.08 229 21783 307.03 "

Dimethyinaprtnalenes (3.6) 8333 935 3020 8972 8211 256 67 136.08 2194 30182 results differ from those of other authors, who have found
Acenaphtryfene 1124001 1424028 169004 1974008 1204008 # 3 i DU, that the PAH content of refined oils is generally lower
Acenaphthene - - 066+ 004 136 121021 i 085t - - " . o
Fliarerie: 205078 6125269 6092098 2665018 | 149981455 2182020 6246£005 1246941271 than that of crude oils, since the refining process usually
Phenanthrenetantnracene+alkyl-derivatives 4707 (asas) 7538 5011 6285 721 4783 5257 reduces the initial amount of PAHs (5). Table 1 also

Phenarthrene 251 12.08+2.20 1532+ 167 23364258 1169+ 145 1189+ 051 B.57 £157 653003 8.24 2107 " ;.

Sl AGATOE  (OrEING e Foiaci e Onweh e N N K shows that there is a great difference between the two
Methyl-phenanthrenesi-anthracenes (4-5) 37.30 17.79 1338 277 28 2774 841 271 21.93 batches of refined sunflower oil SF1. Thus, the PAH
Dimethykphenarthrenes-anthracenes (3-9) 4173 1620 1389 %51 2548 2242 3323 1859 240 content of SF1-B, which was acquired after the

Fliiamnthenetpyrenetalkyl-desivatives 19.45 s083 1127 ase 851 131 544 245 591 X " 2 T o

Fluoranthene 7804000  17.25+115 533+ 0.1 3784008 319+ 006 565£019 178011 073004 1000 establishment in Spain of a legal disposition to limit the

Pyrene 714014 18692076 4352002 4342011 3632016 566£0% 1952011 096006 2132003 concentrations of eight PAHs in olive pomace oil (6), is
Methytfluorarthenes/ pyrenes (2-6) 441 159 148 179 = 17 076 188 i than that of SF1-A

1-Methylfluorarnthene+1 1H-Benzo(ayiuorene 1472011 072+ 000 1242016 0972001 - - - 0.74 001 much lower than that of A

11H-Benzo(b)luorene-+11H-Benzo(cfluorene 081 043 054 058 - 5 s 0.16 . - s .

L ) o OiGE e S 161 147 413 1004 With regard to the olive and extra virgin olive oils

Benz(ajanthracene+isomers+alkyl-derivatives| 7.08 535 265 an 056 183 071 278 their total PAH concentrations are of a similar order.

Berz(ajarthracene 0954001 060+000 0292001 0222001 2484010 0224001 0182001 065 £001 N ety

levertheless, although the total PAH concentrations in

Chrysene + Triphenylene 300+009 |250:059 253003 140£004 1384000 375041 075002 053000 120004 " . g
Methyk-berz(a)anthracenesi-chrysenes (2-6) 314 3036 222 096 1.5 233 0.9 4 093 olive oils O1 and O2 are almost the same, the levels of
Dimeaenz(ajarthracene orismer 2 || e - - - 3 3 o % heavy PAHs in O2 are very high in comparison with

Benzofluoranthenes? 087 134 143 - 037 474 035 045 121 .
Benzo(e)pyrene 0542001 | 4912008 059+ 0,04 5 0232000 205023 0.2+001 019000 064005 those in O1.
Benza(apyrere 031+001 | 53001 039+ 004 « « 2132004 - 08001 o
276 . 1534016 . R i B B B B It should be noted that the distribution of the PAH
Indeno(1 23-ca)pyrene 0254000 | 259+018 033+ 006 007+001 011+ 000 1442002 025001 087 £008 concentrations is not the same in all the oils studied.
Diberz(a.c or ah)anttracene = 062001 = = - = 3 3 N i
B ubR g s i ) R ) 042 003 R R Thus, whereas in the refined seed oils, naphthalene and
Picene & 2.11£002 = 5 g - - - - its alkyl-derivatives are responsible for the major part of
Benzo(ghi)perylene 054001 3282037 089+ 0.11 018+000 036+ 001 1.32+0.00 015001 020+0.00 045 +002 the PAH contamination (69-83%) in most of the olive and
Arthanthrene = 064010 - - - 041002 - - o ) } ’ . . .
Diberzopyrenes ar isomers (2) - 5 R - R 084 o - extra virgin olive oils, the contribution of this group is
Dibereo(a e)pyrene = = = = 2 Lo = 2 = lower, even though the proportion of naphthalene and its
TOTAL 266.33 25488 138.91 24453 198.90 1471.73 266.97 63237 991.96 Nl Aarivati " —— " . .
in the extra virgin olive oils (58%) is
Carcinogenic PAHS 1586 84.07 058 262 14.96 51932 16.44 7563 187.12 somewhat higher than in the olive cils O1 and O3 (45
T Compound with a certain degree of carcnogenicity (3, 4), 2 NUmber of isomers included in this group, 2 -~ Nat identified; ¢ (dentfied only in ane of the samples; and 41% respectively).
5 + benzo(; + ;& Isomer of indeno(1,2,3-cajpyrene and benzo(ghiperylene.

Sample O2 is an exception, since the group of benz(a)anthracene+isomers+alkyl-derivatives is the most abundant, followed by fluoranthene, pyrene and their derivatives. This difference in the
proportions of PAHs could be due to a different contamination source in this olive oil. In fact, a study on the PAH content of olive pomace oils (7) revealed that their PAH profile was very similar to that of
sample 02.

With regard to alkylated PAHs, it must be pointed out that, except for the olive oil O2, their total concentrations are higher than those of parent PAHSs, to such an extent that in O1, EV1, EV2, SF1-B
and SF2 alkylated PAHs account for the major part of the total PAH concentration, with percentages relative to the total ranging from 70 in EV1 to 88 in SF1-B.

Among the PAHs identified in these oils, there are several compounds with different degree of carcinogenicity, such as naphthalene, benz(a)anthracene, the benzofluoranthenes,
benzo(a)pyrene, indeno(1,2,3-cd)pyrene and dibenzo(a,e)pyrene (3, 4).

Given that there are no legal limits for PAHs in vegetable oils in the European Union, and taking as reference the Spanish legislation for olive pomace oil (6), which permits a maximum of 2 pg/kg for
individual concentrations of benz(a)anthracene, benzo(b)fluoranthene, benzo(k)fluoranthene, benzo(e)pyrene, benzo(a)pyrene, dibenz(a,h)anthracene, indeno(1,2,3-cd)pyrene and benzo(ghi)perylene,
and a maximum of 5 pg/kg for the sum of all, it must be noticed that the concentrations of many of the PAHs mentioned in the disposition exceed the limits in two of the oils of this study, 02 and SF1-A.

5. CONCLUSIONS

1.- All the oils studied contain a high number of PAHs, in concentrations which are high or even very high in comparison with the data obtained by other authors, especially in the seed oils.

2.- Taking into account the high proportion of alkylated compounds in these oils, their presence must not be overlooked, since many of the most carcinogenic PAHs belong to this group.

3.- The high proportion of light PAHs in the oils of this study, either virgin or refined, suggests that the refining process does not reduce effectively the concentrations of this type of PAHs.

4.- The distribution of the PAH concentrations is, in general, very similar in oils of the same type, what reveals the influence of the manufacturing process of these oils on their PAH contamination.

5.- The PAH profile in olive oil 02, very similar to that observed in olive pomace oil, could point to a possible adulteration with the latter. Therefore, the PAH profile of the different samples could provide
some information about the PAH contamination source.

6.- The great differences found between oils having the same label but coming from different batches shows the need for more control of the manufacturing process, since it is possible to reduce the
PAH burden if this process is carried out correctly.

7.- The high PAH content of some of the oils studied shows that the contamination of vegetable oils must be carefully controlled, and legal measures are necessary to limit the presence of PAHs in
all types of vegetable oils.
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HIDROCARBUROS AROMATICOS POLICICLICOS EN QUESOS AHU MADOS
CON AROMAS DE HUMO

Guillén-Lorén MD Palencia-Llorente G, Sopelana-Garay, P, Abastigbtas B.
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El ahumado es un proceso de conservacion de absyeqiie ademas les confiere especiales
propiedades sensoriales (1). Uno de sus inconvesiees que puede contaminar los
alimentos con Hidrocarburos Aromaticos Policiclidd$APs), algunos de los cuales son
carcindgenos (2). El ahumado puede llevarse a cabhchumo, o con aromas de humo; el
empleo de estos ultimos presenta numerosas vefrepas al ahumado tradicional.

Con el fin de conocer en qué grado los aromas d®hueden contaminar los alimentos, se
ha procedido al ahumado de queso con cuatro ardenasmo de composicion variada y se
ha estudiado su contenido de HAPs. La metodologipleada para el estudio de estos
altimos incluye extraccion de la grasa con cicl@mex tratamiento alcalino, extraccion de
HAPs con ciclohexano, aislamiento mediante extéacan fase soélida y determinacion
mediante cromatografia de gases-espectrometriaagasnen modo SIM.

Los resultados obtenidos muestran que todos losoguestudiados, incluido el mismo queso
sin ahumar, contienen HAPS, si bien los compugstedominantes son los de peso molecular
bajo. Benzo(a)pireno ha sido identificado Unicameah una de las muestras, en una
concentracion muy inferior al maximo permitido paste compuesto en la corteza de quesos,
ahumados con humo, madurados, que es 10 pg/kéy8ile decirse que el ahumado con
estos aromas de humo permite obtener quesos coslesivnuy bajos de HAPs
carcinogénicos.
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El ahumado es uno de los procesos mas antiguos de conservacion de alimentos, si bien hoy en
dia se emplea, fundamentalmente, por las propiedades sensoriales que confiere. No obstante, si el
ahumado no se lleva a cabo adecuadamente, puede contaminar los alimentos con Hidrocarburos
Aromaticos Policiclicos (HAPs), algunos de los cuales poseen actividad carcinogénica (1, 2). Esta es
una de las razones por las que, desde hace tiempo, se vienen utilizando los aromas de humo, cuyo
uso presenta numerosas ventajas frente al ahumado tradicional. Entre éstas se pueden citar la
posibilidad de controlar su contenido de HAPs, su versatilidad de aplicacion, mayor homogeneidad del
producto acabado, un menor coste y la reduccion de emisiones a la atmésfera (3).

Con el fin de conocer en qué grado los aromas de humo pueden contaminar los alimentos, se
ha estudiado el contenido de HAPs de quesos ahumados con cuatro aromas liquidos de composicién
variada, y se ha comparado con el del mismo queso sin ahumar.

MUESTRAS
« Cuatro quesos de tipo curado de un mismo lote, ahumados con cuatro aromas de humo liquidos
diferentes de composicién previamente estudiada (QA1, QA2, QA3 y QA4).
* Queso del mismo lote sin ahumar (BLANCO).

Todas las muestras fueron tomadas de la parte mas extema de los quesos (aproximadamente 1 cm,
incluyendo la corteza) y estudiadas por duplicado.

METODOLOGIA

- Ahumado de los quesos. Este se llevo a cabo por inmersion directa de las muestras en los aromas
de humo convenientemente diluidos, durante 3 min.
- Determinacién de HAPs. La metodologia empleada para el estudio de los HAPs aparece

esquematizada en la Figura 1.
Muestra (20

Patrones internos deuterados

EXTRACCION DE HAPs
(CICLOHEXANO)

Faseacuosa  Fase orgdnica

(ciclohexano)
(TUBOS DE SPE-SILICAGEL)

SEPARACION, IDENTIFICACION Y CUANTIFICACION DE HAPs
CG-EM (SIM)

Figura 1. Metodologia seguida para la determinacion de HAPs en queso.

| RESULTADOS Y DISCUSION |

Los HAPs identificados en los quesos estudiados y sus concentraciones, en pg por kg de la
parte exterior, se presentan en la Tabla 1.

- Contenido de HAPs e influencia del ahumado. Los resultados obtenidos ponen de
manifiesto que todas las muestras estudiadas, incluido el blanco, contienen HAPs.

Los compuestos mdas abundantes son los de bajo peso molecular, sobre todo naftaleno y
sus derivados alquilados, mientras que los HAPs mas pesados se encuentran en concentraciones
muy bajas. Cabe destacar que los derivados alquilados constituyen mas de la mitad de la
concentracion total de HAPs en todos los casos.

Exceptuando naftaleno y sus alquil-derivados, en general, las concentraciones de HAPs son
muy similares en todos los quesos estudiados. Unicamente en QA1 se observa que, a partir de
acenaftileno, las concentraciones son mas altas que en el resto de las muestras. Debe sefialarse que
el contenido de HAPs del aroma empleado para el ahumado de este queso era muy superior al de los
otros tres aromas utilizados (4).

El queso sin ahumar presenta las concentraciones mas altas de naftaleno y sus alquil-
derivados. La presencia de HAPs en queso sin ahumar también ha sido observada por otros autores
(5, 6), y podria ser atribuida a una contaminacion de la leche de partida. Debe sefialarse que estos
HAPs de bajo peso molecular se han encontrado también en otros alimentos no ahumados.

- Presencia_de HAPs carcinogénicos. Todas los quesos estudiados presentan algunos
compuestos con diferente grado de carcinogenicidad. Benzo(a)pireno ha sido identificado
Unicamente en QA1, si bien su concentracién (0,16 ug/kg) es muy inferior a los 10 ug/kg establecidos
como maximo por la Legislacion Espafiola en la corteza de quesos ahumados madurados (7). Hay
que tener en cuenta que los valores de la Tabla 1 corresponden Unicamente a la parte mas extema
del queso, que es donde se concentra la mayor parte de la contaminacion (8), por lo que la
concentracion correspondiente al producto entero serda menor.

Tabla 1. HAPs identificados en las muestras estudiadas y sus concentraciones, en ug/Kg de parte exterior

Los resultados vienen dados como valor medio + desviacion estandar.

HAP QA1 QA2 QA3 QA4 BLANCO
Naftaleno! 46,55+3,48 58,40+ 12,60 5521 +12,02 44,67 +4,85 82,61+3,36
Metilnaftalenos 26,59 31,21 29,19 22,96 38,47
Dimetilnaftalenos 68,70 91,99 58,46 41,16 119,96
Acenaftileno 9,83+1,53 ) 2,75+0,22 1,89+0,00 1,72+0,21 2,14+0,07
Acenafteno 1,86+048 | 1,10+£0,15 1,05+005 0,93+012 096+0,01
Fluoreno 11,81+£1,50 | 403+053 379+0,05 4,09+008 3,13+0,18
Fenantreno 27,18+252 | 465+1,46 375+003 4,27+0,17 4,81+0,20
Antraceno 561+057 | 048+0,19 0,36+0,02 042+0,15 0,47+0,01
Metil-fenantrenos/-antracenos 21,46 7,16 6,18 6,67 5,93
Dimetilfenantrenos o isémeros 7,84 2,83 2,65 3,76 2,28
Fluoranteno 369+031 | 069+021 045+0,02 054+0,06 0,53+0,02
Pireno 3,49+016 | 0,70+0,11 066+0,01 063+0,01 0,57+0,07
Metil-fluorantenos/-pirenos 2,29 0,20 0,18 0,20 0,14
Benzofluorenos 242 - - - -
Benzo(a)antraceno? 0,45+007 | 0,04+0,00 0,05+0,01 0,04 £0,01 0,02 +0,00
Criseno + Trifenileno 075+009 | 0,73+040 041+0,01 079+0,23 0,09+0,00
Benzo(b+j+k)flucrantenos 0,37 - - - -
Benzo(a)fluoranteno 0,04 - -- - -
Benzo(e)pireno 0,10+0,02 == == = =
Benzo(a)pireno 0,16 + 0,04 - - - -
Indeno(1,2,3-cd)pireno 0,13+0,03 - - - -
Benzo(ghi)perileno \ O = 002 ) - -- - -
TOTAL 244,97 207,76 164,95 133,97 262,70
HAPs carcinogénicos 48,41 59,17 55,67 45,44 82,72

1 Compuesto considerado como ‘posiblemente carcinogénico en humanos” segin la clasificacion de la IARC (1, 2).
2Compuesto considerado como “probablemente carcinogénico en humanos”segun la clasificacion de la IARC (1).

Tanto las concentraciones de HAPSs totales como de benzo(a)pireno son mas bajas que las
encontradas en otros q por el mé tradicional con aerosol de humo
estudiados previamente (8). Estos resultados concuerdan con los de otros autores, que también han
observado que los quesos ahumados con aromas de humo contienen niveles mas bajos de HAPs que
los ahumados siguiendo el método tradicional (5, 9)

CONCLUSIONES

1.- Todos los quesos estudiados, incluido el queso sin ahumar, contienen HAPs, si bien todos ellos
presentan niveles muy bajos de compuestos carcinogénicos.

2.- El ahumado de queso con aromas de humo en las condiciones de este estudio, en general,
apenas incrementa su concentracién de HAPS, por lo que este tipo de ahumado se presenta como
una buena alternativa para reducir el grado de contaminacion del queso ahumado.

3.- Es importante controlar la presencia de HAPs en los aromas de humo, ya que, si estos
contaminantes se encuentran en concentraciones elevadas, pueden pasar a los alimentos.

4.- Aun cuando el ahumado de queso con aromas de humo esta prohibido por ley en Espafia, los quesos
ahumados por esta técnica presentan un contenido de HAPs inferior al de quesos ahumados de
forma tradicional.

5.- Deberia controlarse el grado de contaminacién de la leche de partida, con el fin de evitar la
acumulacion de HAPs durante el proceso de elaboracion del queso.
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El queso es un producto de gran consumo, cuyaiapi@t se debe, basicamente, a
sus propiedades organolépticas. Por esta razoha skesarrollado un enorme volumen de
trabajo, y se han empleado metodologias muy variétla para determinar la identidad y
concentracion de los componentes responsableslaely/ del sabor de muchos de los

guesos que se manufacturan en distintos paisegsoyes.

En los ultimos tiempos para llevar a cabo este dip@studios, se esta utilizando con
gran profusién, la captacion de los componentesedphcio de cabeza estatico mediante
microextraccion en fase solida (SPME) seguida dgudto de esos componentes por
Cromatografia de Gases Espectrometria de Masa£(M)G2-4), por las multiples ventajas
que ofrece. En esta técnica un factor importantia @mturaleza de la fase estacionaria que
recubre la fibra que se emplea en la microextraceidfase sdlida. En esta comunicacién se
presentan los resultados obtenidos al estudiacdagponentes volatiles de queso Idiazabal
ahumado artesanal mediante esta técnica, con fibcabiertas con tres fases estacionarias
diferentes a saber polydimethylsiloxano (PDMS, 60, polyacrylato (Polyacrilato,83m),

y divinilbenzeno-carboxen-polydimethylsiloxano (DMDAR-PDMS, 50/3Qum). Los
resultados han puesto de manifiesto que las toeasfiretienen componentes de un amplio
rango de volatilidad, sin embargo difieren consab&gmente en cuanto a la cantidad retenida

de cada compuesto.
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INTRODUCCION

El queso es un producto de gran consumo, cuya apreciacion se debe, basicamente, a sus propiedades
organolépticas. Por esta razén se ha desarrollado un enorme volumen de trabajo, y se han aplicado
metodologias muy variadas (1), para determinar la identidad y concentracién de los componentes responsables
del olor y/o del sabor de muchos de los quesos que se manufacturan en distintos paises y regiones.

En los Ultimos tiempos para llevar a cabo este tipo de estudios, se esta utilizando con gran profusion la
captacion de los componentes del espacio de cabeza estético mediante microextraccion en fase sdlida (SPME)
seguida del estudio de esos por Ci grafia de Gi pectrometria de Masas (CG/EM) (2-4),
por las multiples ventajas que ofrece. En esta técnica un factor importante es la naturaleza de la fase
estacionaria que recubre la fibra que se emplea en la microextraccién en fase sdlida. En esta comunicacién se
presentan los resultados obtenidos al estudiar los componentes volétiles del queso ahumado

En las Figuras 4 y 5 se ponen de manifiesto las diferencias observadas en las concentraciones de los
4cidos y de las cetonas mayoritarias captadas del espacio de cabeza de la corteza del queso, utilizando
DVD-CAR-PDMS(50/30 um), Poliacilato (85 um), y PDMS (100 pum).

6- En general, la fase estacionaria que mayores cantidades de analitos capta, a excepcion de los
acidos, es la de DVB-CAR-PDMS-50/30 pum. Ver Tabla 1y Figuras 4y §

mediante esta técnica, con fibras recubiertas con tres fases estacionarias diferentes, a saber, divinilbenceno-
carboxen-polidimetilsiloxano (DVB-CAR-PDMS, 50/30 um). poliacrilato (Poliacrilato, 85 um) y polidimetilsiloxano
(PDMS, 100 pm),

EXPERIMENTAL

El queso fue elaborado artesanalmente a partir de leche cruda de oveja latxa, siguiendo un proceso de
elaboracion que incluye las etapas de coagulacion, moldeado, prensado, salado y maduracién durante 2
meses, tal y como viene recogido en la Denominacién de Origen Idiazabal (5). Al final de esta Ultima etapa,
el queso se ahumé de forma tradicional utilizando para ello madera de espino blanco, y se dejo madurar de
nuevo durante dos meses mas. Se tomaron varias muestras de la corteza del queso y se estudiaron sus
componentes volatiles mediante microextraccion en fase solida (SPME) utilizando tres fibras diferentes:
DVD-CAR-PDMS,50/30 um; Poliacrilato, 85 um; y PDMS, 100 um. El procedimiento seguido para el estudio
de los componentes volatiles y semi-volatiles aparece esquematizado en la Figura 1.

Figura 1. Esquema del procedimiento empleado para el estudio de las muestras

RESULTADOS Y CONCLUSIONES

1- Como puede observarse en la Figura 2
con los tres tipos de fibra empleados se ha
detectado un nimero muy elevado de
compuestos, de naturaleza quimica variada.
Entre ellos hay: acidos, cetonas, alcoholes,
hidrocarburos, aldehidos, ésteres, lactonas,
fenoles y otros.
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2- Se ha observado que los componentes
mayoritarios del espacio de cabeza de este
queso son: los acidos de numero par de Gl
atomos de carbono, a saber, butanoico, -
hexanoico, octanocico y decanoico, y las 000
cetonas de numero impar de atomos de -
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carbono, a saber, 2-nonanoha y 2-
undecanona. Este resultado se obtiene
cualquiera que sea el tipo de fibra empleada

3- El espacio de cabeza de este queso s,

también contiene los tipicos componentes o L
del humo: fenol, guayacol, siringol y sus

derivados alquilados. Estos componentes e

también se detectan con los tres tipos de ool

fibra. En la Figura 3 se presenta la region
del cromatograma en la que eluyen dichos
compuestos
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4- Los componentes detectados con las tres
fibras fienen un amplio rango de
volatiidades, ~ aunque se  observan
diferencias segun la fibra utilizada. Asi, los
componentes mas volatiles son  mejor
captados por la fibra de DVB-CAR-PDMS.

Figura 2. Ci de los del
espacio de cabeza de la corteza del queso ahumado
artesanal, extraidos mediante las fibras de DVD-CAR-
PDMS 50/30 um; Poliacrilato, 85 um; y PDMS, 100 um

5- La mayor diferencia observada en los resultados obtenidos con las tres fibras reside en la
concentracién de los componentes detectados. La Tabla 1 muestra las cantidades relativas de algunos de
los compuestos extraidos, expresadas en cuentas de area, con los tres tipos de fibra.

ForaOvBCARSDUS.

ove-
Tipo de Fibra

Figura 4. Concentraciones de los acidos mayoritarios
captados del espacio de cabeza del queso, mediante
las fibras DVB-CAR-PDMS; PA; y PDMS, expresadas
como cuentas de area por gramo de muestra
multiplicadas por 106

‘ Q«Jh‘b.ul S|

Figura 5. Concentraciones de las cetonas
mayoritarias captadas del espacio de cabeza del
queso mediante las fibras DVB-CAR-PDMS; PA; y
PDMS, expresadas como cuentas de area por gramo

Figura 3. Ampliacion de la regién del
del

de los
espacio de cabeza de la corteza del queso,
utilizando fibras de DVD-CAR-PDMS 50/30
um; Poliacrilato, 85 pm; y PDMS, 100 pm,
comprendida entre 20 y 40 minutos

de muestra multiplicadas por 106

Tabla 1. C de algunos captados del espacio de cabeza de la corteza de un
queso ahumado artesanal mediante las fiboras DVB-CAR-PDMS, 50/30 pm; Poliacrilato, 85 pm; y PDMS,
100 um. expresadas como cuentas de érea por gramo de muestra multiplicadas por 106

Componente DVB-CAR-PDMS PA PDMS
Acidos

Acético(60) 6.0 05 19
Octanoico 1583 2363 158.3
Decanoico 166.2 2564 705
Cetonas

2-Heptanona 343 72 70
2-Nonanona 3225 698 73.3
2-Undecanona 1388 393 424
Alcohioles

2-Heptanol 08 05 0.1
2-Nonanol 96 42 1.9
2-Undecanol 14 06 0.2
Aldehidos

3-Metilbutenal 02 - -
Nonanal 05 - 02
Dodecanal tr - 02
Hidrocarburos

Twtradecano 23 03 10
Metilbenceno r tr r
Naftaleno(128) 212 03 01
Derivados fenélicos

Fenol(94) 04 06 tr
Guayacol(109) 22 07 02
Siringol 3.1 20 01

() Los componertes con asterisco han sido cuantificados con el ién indicado

7- La fibra de poliacrilato-85 pm es la que tiene mas capacidad para retener acidos, salvo el acido
acético que queda mas retenido en DVB-CAR-PDMS-50/30 um., ¥ la que menos capacidad muestra para
retener aldehidos e hidrocarburos.

8- La fibra de PDMS-100 pm, en general, es la que proporciona las menores concentraciones de todos
los tipos de componentes a excepcion de los aldehidos e hidrocarburos.
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The Herrefio cheese is a type of cheese producédl kiierro, the smallest of the Canary
Islands. This cheese is manufactured with a mixb@imailk from goat, cow and sheep, and it
is often subjected to smoking. As is known, the lemg of foods, particularly fatty food, can
lead to its contamination with polycyclic aromatigdrocarbons (PAHS) if the process is not
controlled carefully (1). To the best of our knodde, little prospective study on the presence
of PAHs in smoked cheese has been carried out mmwil For this reason, with the aim to
guarantee the safety of this cheese, several sarmplais type of cheese have been studied,
in order to know their PAH contamination degree] tmcompare it with that of non smoked
cheese.

PAHs were extracted from the outer part of the gsecand determined by gas
chromatography-mass spectrometry in SIM mode. Asisigal in smoked foods, all the
samples studied contain PAHSs, the predominant camg® being those of low molecular
weight, especially naphthalene and its methyldékiea. Benzo(a)pyrene was not identified
in any of the studied samples. Also noteworthyhes presence of PAHs in the non-smoked
Herrefio cheese; these contaminants are in loweeotrtions in the non-smoked than in the
smoked samples. The presence of these contamimantm-smoked cheeses has been also
observed by other authors.

Keywords: Herrefio cheese; PAHs; GC/ME in mode SIM
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Introduction

The Herrefio cheese is a type of cheese producédl kierro, the smallest of the Canary
Islands. This cheese is manufactured with a mixb@imailk from goat, cow and sheep, and it
is often subjected to smoking. As is known, the lemg of foods, particularly fatty food, can
lead to its contamination with polycyclic aromatigdrocarbons (PAHS) if the process is not
controlled carefully (1). To the best of our knodde, little prospective study on the presence
of PAHs in smoked cheese has been carried out mmwl For this reason, with the aim to
guarantee the safety of this cheese, several sarmplais type of cheese have been studied,
in order to know their PAH contamination degree] tmcompare it with that of non smoked

cheese.

Materials and methods

The samples subject of study were sdfeereiio cheeses smoked at the same time, as well as
another non smoked Herrefio cheese, all of the &mtoh. During the smoking process, the
samples were put at different distances from thekenentrance, some in the upper part of the
smoking chamber and the others in the lower. Adldamples were taken from the outer part
of the cheese pieces, including the rind. A schemée methodology employed for the

determination of PAHs can be seen in Figure 1.
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Sample (20 g)
h Deuterated internal standards

(ExTRACTION OF FAT )

[ ALKALINE TREATMENT ]

EXTRACTION OF PAHs
(CYCLOHEXANE)

4

Aqueous phase Organic phase

(cy(ib)hexane)

CLARIFICATION OF THE EXTRACT

N2

DRYING OF THE EXTRACT ]

PURIFICATION
(SPE TUBES-SILICAGEL)

[SEPARATION, IDENTIFICATION AND QUANTIFICATION OF PA Hs

GC-MS (SIM)

J

Figure 1. Scheme of the methodology employed for the study of PAHS.

Results and discussion

Table 1 shows the PAH content of two of the smoedefio cheese samples studied: SC1
and SC2, expressed in mg/kg. SC1 was taken fronuplper part of the smoking chamber
whereas SC2 from the lower. Besides, sample SC1 clser than SC2 to the smoke
entrance. The results obtained reveal the absent®th samples, of PAHs with more than
four aromatic rings, among which are some of thaetrearcinogenic. However, both samples

contain PAHSs, and the predominant compounds argetled low molecular weight, such as

naphthalene and

In relation to the concentrations of the PAH idiadi, it can be observed that there is a grat

difference between the total PAH concentrationamgles SC1 (1070,32) and SC2 (430,07).
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However, in both cases, the highest values correspm naphtalene and its alkylderivatives,

whereas PAHs with higher molecular weight, suchbasz(a)anthracene and its isomers

(chrysene + triphenylene), are present in very émncentrations. It should be noticed that

alkylated PAHs account for more than 65% in botimgas. An explanation for the

difference between the PAH content of these sangaekl be found in their position in the

smoking chamber, since SC1 was closer to the smiotkance and placed in the upper part.

Table 1. PAHs identified in the outer part of two samples of smoked Herrefio cheese and their

concentrations, expressed in pg/kg. Individual concentrations are given as mean

values * standard deviation.

PAH

Naphthalene?®
Methylnaphthalenes
Dimethylnaphthalenes

Acenaphthylene

Acenaphthene

Fluorene

Phenanthrene

Anthracene
Methyl-phenanthrenes/-anthracenes
Dimethyl-phenanthrenes/-anthracenes

Fluoranthene

Pyrene
Methyl-fluoranthenes/pyrenes

Benzofluorenesb

Benz(a)anthracene®

Chrysene + Triphenylene

TOTAL PAHs

SC1

217.73 £21.40

364.87
372.54
33.49+£1.35
585+1.34
19.23 +8.98
23.14 £8.25
5.65 + 2.01
13.72
6.23
251+0.76
2.30+0.83
1.06
0.89
0.44 +0.12
0.67+£0.18

1,070.32

SC2

119.51 +£ 18.19

153.95
119.90
15.57 £ 4.92
2.37+0.46
3.57+0.71
583 +0.32
1.33+0.14
5.07
1.24
0.59+0.04
0.46 £0.02
0.33
0.13
0.07 £0.01
0.15+0.00
430.07

2 Compound considered as “possibly carcinogenic to humans™ {group 2B) by the IARC (3).

b 11H-Benzo(a)fluorene+11H-Benzo(bifluorene+11H-Benzo(c)fluorene
< Compound considered as ~ probably carcinogenic to humans™ {group 2A) by the 1ARC (2).

Among the PAHSs identified, there are two with diéfet degree of carcinogenicity

according to the classification of the InternatioAgency for Research on Cancer (IARC,

1983; 2002): naphthalene, recently consideredpassibly carcinogenic to humanggroup

2B), and benz(a)anthracene, consideredpasbably carcinogenic to humanggroup 2A).
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Benzo(a)pyrene, a potent carcinogen and the onlt foA which a legal limit exists in some
Spanish types of smoked cheeses (10 mg of Benzoémgykg of cheese rind; Orden de 29
de noviembre de 1985), has not been identifiedhinad the samples studied.

It must be noticed that the results presented t@mespond to the outer part of the cheese
pieces, including the rind, which represents apipnaiely 60% of the whole piece in both
cases. Therefore, taking into account that thereatgart is the most contaminated (Guillén
and Sopelana, 2004), the values correspondingetwhiole cheese would be lower.

It is worth pointing out that the non-smoked chealse contains PAHS, even though their
total concentration (34.08g/kg) is very low in comparison with the smoked pé&s. The
presence of PAHs in non smoked cheese has alsodbsenved by other authors (Bosset et
al., 1998; Pagliuca et al., 2003), and maybe asrgerjuence of the contamination of the

milk.

Conclusions

The samples of Herrefio cheese studied presenydovetevel of contamination by
PAHSs. Although all samples studied contain PAHs,dbncentration of the carcinogenic is
very low or null. The concentration of PAHs in then-smoked cheese is much lower than in
the smoked ones. The PAH contamination of the shituld be controlled, in order to avoid

the presence of these contaminants in cheese.

Lastly, it would be advisable to place the cheesefar as possible from the smoke

entrance in the smokehouse, in order to reduce B#dil contamination degree.
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The Herrefio cheese is a type of cheese produced in El Hierro, the smallest of the Canary
Islands. This cheese is manufactured with a mixture of milk from goat, cow and sheep, and it
is often subjected to smoking. As is known, the smoking of food, particularly fatty food, can
lead to its contamination with polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHSs) if the process is not
controlled carefully (1).
To the best of our knowledge, little prospective study on the presence of PAHs in smoked
cheese has been carried out until now. For this reason, and to guarantee the safety of
Herrefio cheese, some samples of this type of cheese have been studied, with a double
objective:

1.- To know their PAH contamination degree.

2.- To compare it with that of non-smoked cheese.

The samples subject of study were some Herrefio cheeses smoked at the same time, as
well as another non smoked Herrefio cheese, all of the same batch. During the smoking
process, the samples were put at different distances from the smoke entrance, some in the
upper part of the smoking chamber and the others in the lower. All the samples were taken
from the outer part of the cheese pieces, including the rind, as it is shown in Figure 1.

!

Quter part (~ 1.cm
[—Medium

\jhlnterior

Figure 1. Scheme of the different parts of the cheese piece.

METHODOLOGY

A scheme of the methodology employed for the determination of PAHs can be seen in
Figure 2.

Sample (20 g)
Deuterated intemal standards

EXTRACTION OF FAT
ALKALINE TREATMENT
EXTRACTION OF PAHs

(CYCLOHEXANE)

Organic phase
(cyclohexane)

Aqueous phase

(CLARIFICATION OF THE EXTRACT]
DRYING OF THE EXTRACT
PURIFICATION
(SPE TUBES-SILICAGEL)

SEPARATION, IDENTIFICATION AND QUANTIFICATION OF PAHs
GC-Ms (SIM)

Figure 2. Scheme of the methodology employed for the study of PAHSs.

|RESULTS AND DISCUSSION

Table 1 shows the PAH content of two of the smoked Herrefio cheese samples studied:

SC1 and SC2, expressed in pg/kg of outer part. In this table can be observed the following:

1- Both samples contain PAHs, and the predominant compounds are those of low
molecular weight, such as naphthalene and its akylderivatives, acenaphthylene, fluorene
or phenanthrene.

2- PAHs with more than four aromatic rings, among which are some of the most
carcinogenic ones, have not been identified in these samples.

3.- There is a great difference between the total PAH concentration in samples SC1 and
SC2. This could be due to their position in the smoking chamber, since SC1 was closer to
the smoke entrance and placed in the upper part. However, in both cases, the highest
values correspond to naphthalene and its alkylderivatives.

4.- Alkylated compounds account for more than 65% of the total PAH concentration in
both samples.

5.- Among the PAHs identified, there are two with different degree of carcinogenicity
according to the classification of the International Agency for Research on Cancer (2, 3):
naphthalene, recently considered as “possibly carcinogenic to humans” (group 2B), and
benz(a)anthracene, considered as “probably carcinogenic to humans”(group 2A).

6.- Benzo(a)pyrene, a potent carcinogen and the only PAH for which a legal limit exists in
some Spanish types of smoked cheeses (4), has not been identified in any of the
samples studied.

Table 1. PAHSs identified in the outer part of two samples of smoked Herrefio cheese and their
concentrations, expressed in ug/kg. Individual concentrations are given as mean
values + standard deviation.

Upper part of the smoking chamber (Lower part of the smoking chamber]
Closer than SC2 to the smoke entrance

PAH Csed Ge»
Naphthalene® 217.73 £21.40 119.51 + 18.19
Methylnaphthalenes 364.87 153.85
Dimethylnaphthalenes 37254 119.90
Acenaphthylene 3349135 15.57 + 492
Acenaphthene 5.85+1.34 237+0.46
Fluorene 19.23+ 898 357+0.71
Phenanthrene 23.14 + 825 5.83+0.32
Anthracene 565+201 133+0.14
Methyl-phenanthrenes/-anthracenes 13.72 5.07
Dimethylphenanthrenes/-anthracenes 6.23 1.24
Fluoranthene 251+0.76 059 £0.04
Pyrene 230+0.83 0.46 +0.02
Methyl-fluoranthenes/pyrenes 1.08 0.33
Benzofluorenes® 0.89 0.13
Benz(ajanthracene® 044 +0.12 0.07 +0.01
Chrysene + Triphenylene 0.67+0.18 0.15 +0.00
TOTAL PAHs 1,070.32 430.07
2 Compound as “possibly

ic to humans” (group 2B) by the IARC (3).
1H-

b 11H-Benzo(a)fluorene+11H-
©Compound considered as * probably carcinogenic to humans” (group 2A) by the IARC (2).

It must be noticed that the results presented here correspond to the outer part of the cheese
pieces, including the rind, which represents approximately 60% of the whole piece in both
cases. Therefore, taking into account that the external part is the most contaminated (5),
the values corresponding to the whole cheese would be lower.

It is worth pointing out that the non-smoked cheese also contains PAHs, even though
their total concentration (34.08 pg/kg) is very low in comparison with the smoked
samples. The presence of PAHs in hon smoked cheese has also been observed by other
authors (6, 7), and maybe as a consequence of the contamination of the milk.

CONCLUSIONS

1.- All the samples of Herrefio cheese studied contain PAHs; however, the carcinogenic
ones are practically absent.

2.- Non-smoked cheese can also contain PAHs, but their concentrations are much lower
than in smoked cheese.

3.- It would be advisable to place the cheeses as far as possible from the smoke entrance
in the smokehouse, in order to reduce their PAH contamination degree.

4.- The presence of PAHs in milk should be controlled, in order to avoid the incorporation
of these contaminants to cheese.
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2° CONGRESO INTERNACIONAL DE AUTOCONTROL Y SEGURIDA D
ALIMENTARIA, 2005.

Una Comunicacion en forma de Poster.
-M2 Dolores Guillén, Gemma Palencia, Begofia Abastakicia Sopelana y M. L. Ibargoitia.
“La seguridad del queso referida a la presencia Hidrocarburos Aromaticos

Policiclicos. Control de estos contaminantes”.
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LA SEGURIDAD DEL QUESO REFERIDA A LA PRESENCIA DE
HIDROCARBUROS AROMATICOS POLICICLICOS. CONTROL DE E STOS
CONTAMINANTES

M.D. Guillén*, G. Palencia, B. Abascal, P. Sopelgrd. L. Ibargoitia
Tecnologia de Alimentos, Facultad de Farmacia, ésidad del Pais Vasco
Facultad de Farmacia, Paseo de la Universidad,00@Vitoria; Tfno.: 945013081; E-mail:

knpgulod@vf.ehu.es

Andlisis de la Situacion Actudhesde hace tiempo, la Legislacion Espafiola (1)ecopla la
necesidad de controlar la seguridad del queso radduahumado en relacion a la presencia
de Hidrocarburos Aromaéticos Policiclicos (HAPs)establece un maximo de 10 pg/Kg de
Benzo(a)pireno (B(a)P) en su corteza; sin embargandica cual debe ser la metodologia
para llevar a cabo tal determinacion. Asimismojtdaia Legislacion Espafiola como la
Europea contemplan (2) la necesidad de controlaréaencia de estos contaminantes en
alimentos ahumados con aromas de humo, si biemuestro pais, el ahumado del queso
mediante esta técnica esta prohibido por ley. Remeente, la Union Europea ha
promulgado un Reglamento (3) en el que se incida eecesidad de controlar y fijar niveles
maximos de HAPs en algunos alimentos, entre lolesu® se encuentra el queso; tampoco
este Reglamento hace referencia a la metodologgguir. De hecho, actualmente se emplean
meétodos muy diversos para la determinacion de H&XPalimentos, algunos de los cuales se
centran Unicamente en B(a)P o en un numero redad@destos contaminantes, seleccionados
en funcion de su grado de carcinogenicidad. Noamst son muy pocos los HAPs cuya

carcinogenicidad ha sido evaluada y muchos logpgaeden contaminar los alimentos (4).

Aspectos Nuevos sobre la Seguridad de Quesos anidteton la Presencia de HAPAI
estudiar la presencia de estos contaminantes esogjgarados y no curados hemos observado
que el limite fijado en la Orden espariola de 198%¢ tiene valor practico ya que ni siquiera
en las muestras mas contaminadas se han encootnackentraciones tan altas. También se ha

confirmado que los quesos ahumados con humo @), ibdustrialmente o artesanalmente,
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contienen HAPs, en la mayoria de los casos en bajasntraciones, especialmente de los
HAPs mas pesados. No obstante, hay que afadirsquerendentemente, también hemos
detectado estos contaminantes en quesos no ahumasioismo, hemos estudiado la
presencia de HAPs en quesos ahumados con arontasmide cuyo grado de contaminacion

es, en general, significativamente menor que eguesos ahumados con humo.

Aspectos Nuevos sobre los Métodos Empleados eonttoCde HAPs en Ques&stamos
trabajando con dos tipos de métodos. Por un lagloph desarrollado una metodologia para
la determinacion precisa de estos contaminantegueso, a partir de un método utilizado
para estudiar otras matrices alimentarias; esteduoéts laborioso, y exige mucho tiempo (5).
Por otra parte, estamos evaluando la capacidachdemetodologia rapida y sencilla (6),
(aplicable a modo de screening), que permita @jsiifas muestras que requieren un estudio

mas exhaustivo.
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LA SEGURIDAD DEL QUESO REFERIDA A LA PRESENCIA DE
HIDROCARBUROS AROMATICOS POLICICLICOS. CONTROL DE ESTOS

CONTAMINANTES

M.D. Guillén*, G. Palencia, B. Abascal, P. Sopelana y M. Ibargoitia
Tecnologia de Alimentos, Facultad de Farmacia, UPV
Paseo de la Universidad, 7, 01006 Vitoria
Teléfono: 945-013081; Fax: 945-013014; E-mail: mariadolores.guillen

INTRODUCCION

Los HIDROCARBUROS AROMATICOS POLICICLICOS (HAPs) constituyen un amplio grupo de carcindgenos y/o cocarcindgenos ampliamente distribuidos en la biosfera y en los alimentos. Dado que
estos (ltimos han sido considerados como una de las principales fuentes de exposicion del hombre a los HAPS, la presencia de estos contaminantes en alimentos debe ser evitada y controlada. Para ello,
existen una serie de disposiciones legales que, sin embargo, no resultan suficientes para garantizar la seguridad de los alimentos y, en este caso concreto, del queso. Por ello, es necesario hacer un
analisis de la situacion actual y reconsiderar ciertos aspectos, con el fin de llegar a establecer medidas realmente eficaces que permitan minimizar el riesgo derivado de la presencia de HAPs en alimentos.

ANALISIS DE LA SITUACION ACTUAL |

1985—» LEGISLACION ESPANOLA (1)—> Benzo(a)pireno: 10 ugkg —> CORTEZA DE QUESOS AHUMADOS MADURADOS
Tipo de ahumado no permitido
LEGISLACION 1988— LEGISLACION EUROPEA (2) — Benzo(a)pireno: 0,03 ug/kg—s ALIMENTOS AHUMADOS CON AROMAS DE HUMO en queso en Espafi
ALGUNOS ALIMENTOS AHUMADOS No hace referencia al
queso

2005—* LEGISLACION EUROPEA (2) —» Benzo(a)pireno

Valor muy superior al permitido en alimentos
ahumados con aromas de humo

T AUSENCIA DE UNA METODOLOGIA ACEPTADA A NIVEL INTERNACIONAL
METODOLOGIA

DETERMINACION DE UN NUMERO MUY BAJO DE HAPs

ivos d ran que el empleo
de metodologias distintas puede dar lugara
diferencias en los resultados

| ASPECTOS NUEVOS SOBRE LA SEGURIDAD DEL QUESO EN RELACION CON LA PRESENCIA DE HAPs |

‘ ESTUDIO DE LA PRESENCIA DE HAPs EN QUESO Tabla 1. HAPs identificados en la parte mas externa de algunas de los quesos estudiados y sus concentraciones, en

1g/Kg de parte exterior. Los resultados vienen dados como valor medio + desviacién estandar.

Se ha estudiado la presencia de HAPs en diversos tipos de queso: madurados y
frescos, ahumados con humo y con aromas de humo, y quesos sin ahumar. AHUMADO-HUMO AHUMADO-AROMAS SIN AHUMAR
La Tabla 1 muestra algunos de los resultados obtenidos. En ella se observa lo [HAP AH1 AH2 AA SA1 SA2
siguiente: Naftaleno' 1332242238 7,10+0,82 46,55 +3,48 3564+ 068 7.00+026
- Tanto los quesos ahumados como los quesos sin ahumar contienen Metilnaftalenos 275,79 (21 654 (2) 26,59 (2) 44,70(2) 6,11(2)
HAP: ntracion total vari ho d tros. i g i y o
numeroses HAPs, cuya concentracion lotal varia mucho deunos a olfos. | -y efinafialenos 3/241(5)  849(5) 68,70 (5) 2021(5  595(3)
- A pesar de que la orden espafiola de 1985 (1), que es la Unica dispoSicion | cnattileno 1577101 040£018 983 +153 180:045 025+007
aplicable al queso en nuestro pais, se centra exclusivamente en benzo(a)pireno, L L X A > . 2 ; ' '
las muestras estudiadas contienen muchos otros HAPs, la mayoria de ellos |Acenafteno 702009 029+0,17 186 +0,48 080+0,05 0,62+0,20
ligeros. De hecho, el HAP mas abundante es naftaleno, recientemente |Fluoreno 22,73+506 0,41+0,00 11,81 = 1,50 275+082 023+0,05
clasificado como “posiblemente carcinogénico en humanos” (grupo 2B) por la |Fenantreno 19,35+3,14 1,73+ 0,09 27,18 +252 299+064 103+£028
IARC (5). Antraceno 464+ 1,12 0,18 + 0,04 561+057 - 0,033
- Hay una alta proporcion de HAPs alquilados, no considerados ni en los Metil-fenantrenos/-antracenos 23,28 (5) 236 (5) 21,46 (5) 4,98 (4) 1,86 (4)
estudios existentes ni en la legislacién, aun cuando se ha sefialado que la Dimefitfenantrenos o isémeros| 12,04 (5) - 7,84 (5) = 0,90 (3)
presencia de grupos alquilados puede conferir o intensificar el potencial |y oranteno 347065 050+003 3604031 072025 029+0,07
carcinogénico de los HAPs (6). " § ! : ! § g y . ’ !
. . |Pireno 3,63 +068 0,33 +0,01 349+0,16 059+0,18 025+001
- A pesar de que en Espana el ahumado de queso con aromas de humo esta Metil-fluorantenos/-pirenos 420(6) _ 229 (6) 0,07 (1) 0,04
prohibido por ley, los quesos asi ahumados pueden contener niveles de HAPs "
inferi a los:de ofros:ahi oeiconihimo. Benzofluorenos’ 2,07 — 212 — =
Los quesos sin ahumar pueden presentar concentraciones de HAPs del mismo Brzo(@jantacernts 020018  007=002 5007 0152000 -
orden o incluso mas altas que las de algunos quesos ahumados. Criseno + Trifenileno 115023 022+0,13 0,75 +0,09 027+006 0,13+0,04
Benzo(b+j+k)fluorantenos 0,71 = 037 - -
METODOS PARA EL CONTROL DE HAPs EN QUESO |  |Benzo(@uoranteno RO:E00r - 0.04:-001 - -
Benzo(e)pireno 0,29 £0,05 - 0,10+ 0,02 - -
En general, la determinacién de HAPs en matrices complejas como son los |Benzo(a)pireno 0,48 £ 0,08 - 0,16 + 0,04 - -
alimentos, y, en concreto, el queso, requiere el empleo de metodologias largas  |indeno(1,2,3-cd)pireno 0,19 £ 0,06 - 0,13+0,03 — =
y laboriosas (7). Por esta razén, y dada la necesidad de controlar los niveles de Benzo(ghi)perileno 0224006 _ 0112002 v =
estos contaminantes, se han estudiado las posibilidades de una técnica que se gnijp ’ ' g :
caracteriza por su rapidez y sencillez: la microextraccion en fase sélida |TOTAL 883,66 28,62 241,13 127,32 34,08
(SPME). 1 Compuesto como énico en humanos” (grupo 2B) segun la clasificacion de la IARC (4, 5).

- - - 2 Numero de isémeros dentro del grupo.
Los estudios realizados hasta la fecha parecen indicar que, aun cuando la SPME 3 gentificado solo en una de las muestras.

no permite determinar todos los HAPs presentes en muestras de queso, tal vez
podria servir como herramienta de screening en analisis de rutina (8). ° Compuest como en humanos” (grupo 2A) segun la clasificacion de la IARC (4).

CONCLUSIONES

LA LEGISLACION RELATIVA A HAPs NECESITA DE UNA RENOVACION CONTINUA PARA ADECUARSE A LOS NIVELES QUE PUEDEN ENCONTRARSE EN LOS ALIMENTOS Y AL RIESGO
DE LOS MISMOS.

A PESAR DE QUE LAS NUEVAS DISPOSICIONES LEGALES Y RECOMENDACIONES DE LA COMISION EUROPEA TIENDEN A CENTRARSE EN LOS HAPs MAS PESADOS, HABRIA QUE
PRESTAR ATENCION TAMBIEN A LOS HAPs LIGEROS, QUE SON LOS MAS ABUNDANTES EN LA MAYORIA DE LOS CASOS.

. ES NECESARIO PROFUNDIZAR Y AVANZAR EN EL ESTUDIO DE LA ACTIVIDAD BIOLOGICA DE ESTOS CONTAMINANTES, YA QUE TODAVIA SON POCOS LOS QUE HAN SIDO
EVALUADOS Y MUCHOS LOS QUE SE ENCUENTRAN EN ALIMENTOS. EN ESTE SENTIDO, LOS COMPUESTOS ALQUILADOS DEBERIAN SER TENIDOS EN CUENTA, PUESTO QUE
REPRESENTAN UNA ALTA PROPORCION DEL CONTENIDO TOTAL DE HAPs.

EL LIMITE DE 10 pg/kg FIJADO PARA BENZO(A)PIRENO EN LA ORDEN ESPANOLA REFERENTE A QUESOS AHUMADOS MADURADOS PARECE TENER ESCASO VALOR PRACTICO, YA
QUE NI SIQUIERA LAS MUESTRAS MAS CONTAMINADAS PRESENTAN CONCENTRACIONES TAN ALTAS. ADEMAS, ESTE LIMITE HACE REFERENCIA UNICAMENTE A LA CORTEZA DEL
QUESO QUE, POR OTRA PARTE, NO SUELE CONSUMIRSE.

. DEBE ESTABLECERSE UNA METODOLOGIA UNICA PARA LA DETERMINACION DE HAPs EN ALIMENTOS, QUE PERMITA COMPARAR RESULTADOS Y DETERMINAR TODOS LOS HAPs
QUE PUEDEN ENCONTRARSE EN ESTE TIPO DE MATRIZ, INCLUIDOS LOS COMPUESTOS ALQUILADOS.

. ES NECESARIO CONTROLAR NO SOLO LOS PROCESOS DE PRODUCCION DE LOS ALIMENTOS, SINO TAMBIEN LAS MATERIAS PRIMAS, YA QUE UNA DE LAS POSIBLES FUENTES DE

~N

»

&

o

o

HAPs EN QUESO SIN AHUMAR ES PRECISAMENTE LA LECHE DE PARTIDA.
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The oxidation of edible oils provoques the formatiof different types of secondary
oxidation products whose concentrations and natlgpsnd on both the oxidative conditions
under which the oil is submitted and its naturecd®¢ly, the formation of toxic oxygenated
aldehydes (TOAs) such as 4-hydroperoxyalkenalsydtexyalkenals, and 4,5-epoxy-
alkenals has also been shown (1, 2); some of thesetoxic and citotoxic oxygenated
aldehydes have been detected in cells and tissuesnaing from stress oxidative processes
suffered by membrane lipids (3). However, to thetb& our knowledge, until now, the
formation of polycyclic aromatic hydrocarbons (PAH& oxidation processes of
triglycerides or of oils has not been reportedhalgh these compounds had been found in
tissues of wild fish from pristine areas, or in roods in which the possibility of

contaminati can be considered remote.

In a previous study about the oxidation level reachy different sunflower oils, stored for
different periods of time, at room temperatura,pmesence of limited amounts of air, a
posible relationship was observed between the cwrat®on of polycyclic aromatic
hydrocarbons and the oxidation level reached @)rter to prove if these kinds of toxic
contaminants were really produced in the oxidaparcess, the study of the oxidation level
of one sunflower oil, stored at room temperaturedifierent closed receptacles having
different proportions of oil and air was carriedt;oun addition, the determination of the
concentration of polycyclic aromatic hydrocarboresvalso determined. The results obtained
have shown that the concentration of HAPs was highéhe sunflower oil simple in which
the oxidation was in a most advanced stage, shofeimtipe first time that in the oxidation of

sunflower oil at room temperatura in presence wiittd amounts of air the formation of
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HAPs takes place, which opens a new perspectivelation to the origin of these toxic

compounds an their presence in some foods.
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1. INTRODUCTION

The oxidation of edible oils provokes the formation of different types of secondary
oxidation products, whose concentrations and nature depend on both the oxidative
conditions to which the oil is submitted and on its nature. Recently, the formation of toxic
oxygenated a,B-unsaturated aldehydes (OaBUAs), such as 4-hydroperoxyalkenals, 4-
hydroxyalkenals, and 4,5-epoxyalkenals has been shown (1, 2). Some of these genotoxic
and citotoxic oxygenated aldehydes had previously been detected in cells and tissues as
coming from stress oxidative processes suffered by membrane lipids (3). However, to the
best of our knowledge, the formation of polycyclic aromatic hy (PAHs) in
oxidation processes of triglycerides or of oils has not been reported until now, although these
compounds had been found in tissues of wild fish from uncontaminated areas, or in some
foods in which the possibility of contamination can be considered remote.

In a previous study on the oxidation level reached by different sunflower oils, stored
for various periods of time, at room temperature, in presence of limited amounts of air, a
possible relationship was observed between the concentration of PAHs and the oxidation
level reached (4). In order to test if these kinds of toxic contaminants are really produced in
the oil oxidation process, the study of the gas and liquid phases of one oil stored at room
temperature, during a certain period of time, in closed receptacles having two different oil/air
ratios was carried out. In addition, the concentration of PAHs in both samples was
determined in order to test ifthis is related to the oxidation degree of the sample.

2. SAMPLES

The study was carried out with sunflower il acquired in a local supermarket stored at
room temperature over a long period of time in two different closed receptacles, R1 and R2,
being the oil/air ratios different in each receptacle.

3. METHODOLOGY

The study of the oil samples headspace composition was carried out by solid phase
microextraction followed by gas chromatograpy/mass spectrometry (SPME-GC/MS) (1), the
study of the oil samples liquid phase composition by 'H nuclear magnetic resonance ('H
NMR) (2), and the determination of the polycyclic aromatic hydrocarbons in the oil liquid
phases was carried out as in previous studies (5).

4. RESULTS AND DISCUSSION

Figure 1 shows the region comprised between 8.3 and 10 ppm of the 'H NMR spectra
of R1 and R2 oil samples. It can be observed that R2 is in a much more advanced
oxidation stage than R1, having in its liquid phase significant proportions not only of
primary (hydroperoxydes; broad signal between 8.5 and 8.7 ppm) but also of secondary
(aldehydes; signals between 9.4 and 9.8 ppm) oxidation compounds; whereas R1
spectrum only shows the presence of primary oxidation compounds (hydroperoxydes;
signals centred near 8.6 ppm).

Figure 1. Region between 8.3 and 10 ppm of the
HNMR spectra of R1 and R2 oil samples

Figure 2 gives the GC/MS chromatogram of the headspace of samples R1 and R2.
It can be observed that, in agreement with the results obtained from the study of oils liquid
phases by 'H NMR, the headspace of R2 sample contains more compounds and in
greater 1 than the head: of sample R1, due to the higher oxidation level
ofthe first sample.

P e
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Figure 2. GCIMS chromatograms of the
headspace of R1 and R2 oil samples
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Table 1 shows as examples the concentrations expressed as area counts multiplied by 10®
of some present in the of both samples. Among them there are all the well
known y idati. including some oxygenated a,f-unsaturated
aldehydes, as well as, a very large number of aromatic hydrocarbons (benzene and many different
alkylbenzene derivatives) and some PAHs, all these groups of compounds being in much higher

in the R2 than in the R1, in agreement with the higher oxidation
degree reached by the first oil sample.

Given that R1 and R2 samples were taken from the same original sunflower oil sample,
and that both initially i the same of aromatic and polyaromatic
hydrocarbons, together with the fact that after storage R2 headspace contains higher

i of these than R1 it suggests that these hydrocarbons
are generated in the oxidation process.

able 1. ions of some of the found in the
of R1 and R2 samples expressed in area counts multiplied by 10°

cis.trans-decadienal

trans trans.decadienal
Toxo-trans 2 nonenal
4-hydroxy-trans 2-octenal
4-hydroxy-trans 2 nonenal
Letiybegene
Naphthalene

L methyluaphthalene
9H-Fluorene

In order to support these results, the PAHs concentrations in the liquid phase of both oil
samples were determined and the results obtained for some of these compounds are given in
Table 2. As can be seen, the concentration of PAHs in the liquid phase of the R2 sample is much
higher than in the liquid phase ofthe R1 sample.

‘Table 2. Concentrations given in ugkg of the PAHS
found in R1 and R2 samples.

Waphthalene:
[2-Methyinaptunatene

36 Dimethyiphenanthrene.

The results obtained from the headspaces are in agreement with the results obtained from
the liquid phases of both oils.

In short, taking into account that R1 and R2 samples come from the same oil and the same
initial composition, and that they have reached different oxidation degree and also different level of
PAHs, it is evident that this oxidation process provokes the formation of aromatic and polyaromatic

hydrocarbons, in addition to the other well known oxidation products.

5. CONCLUSIONS

To the best of our knowledge, this is the first time that the formation of aromatic and polyaromatic
hydrocarbons in an oxidation process is proved.

During the storage of sunflower oil in closed receptacles in presence of limited amounts of air, during
prolonged periods of time, its oxidation can be produced generating not only well known oxidation

compounds, but also aromatic and polyaromatic hydrocarbons.
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