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Resumen

El aroma es un elemento clave en la calidad de la manzana. Los compuestos responsables del
aroma de manzana segun la etapa de maduracion son los aldehidos, alcoholes y ésteres. Estos son
sintetizados a partir de aminoacidos y acidos grasos, los principales precursores de las rutas
metabolicas. La B-oxidacion de acidos grasos, la via lipoxigenasa y el metabolismo de aminoacidos
son las tres rutas mas importantes de la biosintesis del aroma de manzana. A parte de estos
precursores existen unos compuestos “preodorantes”, formas muy solubles en medios acuosos y por
tanto compuestos no volatiles procedentes de moléculas polihidroxiladas, &cidos, glicésidos o
conjugados con aminoacidos. La liberacion del odorante se produce mediante la rotura de un enlace,
un rearreglo molecular, un proceso de deshidratacion o una combinacién de ambos. En condiciones
normales de temperatura estos procesos pueden tardar mucho tiempo en producirse de manera
espontanea, pero en este trabajo se ha disefiado un proceso de aislamiento e hidrdlisis acelerada en
medio andxico que permite acceder a una amplia gama de aromas procedentes de la fraccion

fenolico aromatica (FFA).

Abstract

The aroma is a key element in the quality of apples. According to ripening stage, aldehydes,
alcohol and esters provide the compounds of apple’s aroma. These compounds are synthesized from
amino acids and fatty acids, the main precursors of many metabolic pathways. The p-oxidation of
fatty acids, the lipoxygenase pathway and the metabolism of aminoacids are the three most
important routes of apple flavor biosynthesis. Besides these precursors, there are some "pre-
odorants” compounds. These are very water-soluble and non-volatile compounds from
polyhydroxylated molecules, acids, glycosides or conjugated molecules with amino acids. The
odorant compounds are derived from chemical bond breaking, molecular rearrangements or a
combination of both processes. Under normal temperature conditions, these processes can take long
time to occur spontaneously. However, in this study, those processes were accelerated by isolation
and hydrolytic actions in an anoxic medium that allowed access to a wide range of aromas from the

phenolic and aromatic fraction (PAF).
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Abreviaturas

AAT: Alcohol aciltransferasa

ADH: Alcohol deshidrogenasa

ANOVA: Andlisis de varianza

AldDH: Aldehido deshidrogenasa

BCAT: Enzima amino transferasa de cadena ramificada
BHA: Hidroxibutilanisol

CoA: Coenzima A

CoASH: Coenzima A con el grupo funcional sulthidrilo
FFA: Fraccion fendlica aromética

GC-MS: Cromatografo de gases-masas

GC-O-FID: Cromatografia de gases olfatometria con detector de ionizacion a la llama
GDH: Glutamato deshidrogenasa

HDH: Hidroxiacido deshidrogenasa

HPL: Hidroperoxido liasa

HPO: Hidroperoxido

Ile: Isoleucina

Leu: Leucina

LOX: Lipoxigenasa

LSD: Least Significant Difference

MAPA: Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimentacion
1-MCP: 1-metilciclopropeno

MEP: Via de metileritritol fosfato

MVA: Via de mevalonato

PDC: Piruvato descarboxilasa

SPE: Extraccion en fase solida

TDN: 1,1,6,-trimetil-1,2-dihidronaftaleno

Val: Valina
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1. Introduccion

1.1. Origen y Caracteristicas de la Manzana

Se desconoce el origen exacto del manzano, aunque se cree que procede del cruzamiento y
seleccidn de varias especies de manzanos silvestres europeos y asiaticos. Segun V.V. Ponomarenko
es Malus sieversii (Ledeb.) Roem., una especie de manzano silvestre que crece de forma natural en
las regiones montafiosas de Asia media de hace unos 15.000 afos, siendo la posible originaria de las
razas cultivadas de manzano. En Espafia el manzano fue introducido por los romanos (infoagro,
2020).

El manzano pertenece a la familia Rosaceae, especie: Pyrus malus L. Alcanza una altura de
hasta 10 metros, tiene una vida de unos 60-80 afos. Tiene un sistema radicular superficial. La
floracion tiene lugar en primavera, entre abril y mayo. La recoleccion éptima se realiza en otofio en
los meses de septiembre y octubre aunque existen variedades precoces que se recolectan en julio y
agosto y tardias que aguantan todo el invierno. El tiempo de recogida del fruto se encuentra
supeditado al destino final de la fruta (InfoAgro, 2020).

La forma mas habitual de la recoleccion es mecanizada empleando maquinas automaticas que
pasan entre las lineas de plantacion, provocando vibraciones intensas que hacen desprender los
frutos. Otro sistema consiste en un bastidor de lona provisto de ruedas, el cual se empuja a mano y
por medio del aparato eléctrico que provoca sacudidas a los arboles, hace caer los frutos a la lona
(InfoAgro, 2020).

La manzana Golden Delicious se caracteriza por un fruto grande, de color amarillo dorado y con
la carne blanca amarillenta, jugosa, perfumada y muy sabrosa. El pedinculo es largo y la piel
delgada y resistente, cubierta con lenticelas grisaceas. Es un fruto de buena conservacion natural y
en frio. Es sensible al mal blanco, moteado y pulgén lanigero. Resistente a chancro. Es una
excelente polinizadora y muy productiva. Su recoleccion es en septiembre-octubre entre 135 a 150
dias después de su floracion, cuando cambia de color de verde oscuro a verde claro o verde
amarillento y la pulpa se encuentra entre el 20 y 40 % libre de almidédn (InfoAgro, 2020).

La temperatura optima de conservacion es entre 0 y 1°C, sufre quemaduras por congelacion a
partir de -1,7°C. La humedad relativa ptima es de 90 a 95%. La tasa de respiracion y de produccion

de etileno aumenta conforme aumenta la temperatura (tabla 1).
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Temperatura 0°C  5°C 10°C 20°C
Tasa de respiracion

(mL CO,/ kgeh) 36 48 712 15-30
Tasa de produccion de etileno

(uL/ kg-h) 1-10 2-25 5-60 20-150

Tabla 1: Tasa de respiracion y produccion de etileno de la manzana Golden Delicious (InfoAgro, 2020).

Al tratarse de un fruto climatérico el etileno estimula su maduracion, permitiendo recolectarlo
antes de su pico de climaterio y almacenarlo en camaras hasta 10 meses bajo condiciones de
atmosfera controlada (1 a 3% O, + 1,5 a 3% CO,). Unos niveles de O, inferiores al 1% y de CO,
superiores al 15% pueden inducir sabores extrafios debido a metabolismo fermentativo
(infoagro.com, 2020).

Segun el Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimentacion (MAPA) la composicion nutricional

de la manzana es la siguiente (tabla 2):

Por 100g de porcién comestible

Energia (Kcal) 53 Calcio (mg) 6 Tiamina (mg) 0,04
Proteinas (g) 0,3 Hierro (mg) 0,4 Riboflavina (mg) 0,02
Lipidos totales (g) Tr Yodo (ug) 2 Equivalentes niacina (mg) 0,2
AG saturados (g) - Magnesio (mg) 5 Vitamina B6 (mg) 0,03
AG monoinsaturados (g) - Zinc (mg) 0,1 Folatos (ug) 5
AG poliinsaturados (g) - Sodio (mg) 2 Vitamina B12 (ug) 0
®-3 (9) = Potasio (mg) 120  Vitamina C (mg) 10
C18:2 Linoleico (®-6) - Fosforo (mg) 8 Vitamina A: Eq. Retinol (ug) 4
Colesterol (mg/1000 kcal) 0 Selenio (ug) Tr Vitamina D (ug) 0
Hidratos de carbono (g) 12 Vitamina E (mg) 0,2
Fibra (g) 2
Agua (9) 85,7

Tabla 2: Composicion total de la manzana (MAPA. Manzana, 2020).
1.2. Economia de la Manzana en el Mundo, Europa y Espafia

Segun el informe World: Apple-Market Report. Analysis And Forecast To 2025, publicado por
IndexBox, el mercado de la manzana en 2016 alcanz6 una produccion de 89,3 millones de
toneladas. China fue el principal productor mundial con alrededor de 44,4 millones de toneladas, lo
que represento la mitad de la produccion mundial, el resto de productores fueron Estados Unidos
(5%), Polonia (4%), Turquia (3%), India (3%), Iran (3%) e Italia (3%) (Fedefruta, 2018).
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Segun el informe publicado por el MAPA Fruta de pepita campafia 2018-2019 los principales
productores de manzana en Europa son Polonia (3.561 miles de toneladas), Italia (2.167 miles de
toneladas) y Francia (1.572 miles de toneladas), situando a Espafia en el sexto lugar con 485 miles
de toneladas (atendiendo a la media de las 5 campafias comprendidas entre 2013/14 al 2017/18)
(figura 1).

Manzana. Principales Productores Europeos.

= I
Espana ]
Polonia
Hungria Prevision realizada por la CE en el dltimo
I .
dashboard publicado por la DG AGRI: 11.983
Alemania [ miles t (un 428% que en 2017/18 y un +6%
I que la media 5)
Francia —— . . . ’
Figura 1: Principales paises Europeos
0 1.000 2.000 3.000 4.000 5.000
Miles de t productores de manzana (MAPA, 2019).

m Prev® 2018/19 2017/18 m Media5

En cuanto a Espafia, Catalufia fue el principal productor de manzana de mesa con 271.701

toneladas seguido de Aragon con 90.016 toneladas (figura 2).

Manzana de mesa - Distribucion autondmica (t)
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Figura 2: Distribucion de la

produccion de las comunidades

CATALUNA

auténomas de la manzana de la

0 50.000 100.000 150.000 200.000 250.000 300.000 manzana de mesa (MAPA, 2019)

m2018/19* m2017/18 Media dltimas 5 campafias

Segun los datos del MAPA en el avance del 2019 de Superficies y Producciones de Cultivos, en
2018 la variedad Golden Delicious supuso el 41% del total de la produccion de manzana en Espafia,

encabezando la produccién respecto a otras variedades (figura 3).

Manzano para sidra

Otras variedades
37%

Starking
8%

Figura 3: Distribucion de la produccién de manzanas en Espafia en
2018 (MAPA, 2019).

Golden delicius
41%
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1.3. Bioguimica del aroma de manzana

Los compuestos aromaticos en la manzana se llevan estudiando hace més de 50 afios, en este
periodo se han identificado méas de 400 compuestos (Forney et al., 2009), de los cuales solo unos
pocos contribuyen significativamente al olor de la manzana y estan presentes en partes por millon
(Kays y Paull, 2004). En la biosintesis de los compuestos aromaticos son los &cidos grasos y
aminodcidos los principales precursores de las rutas metabdlicas de las cuales se obtienen los
aldehidos, alcoholes y ésteres. Algunas enzimas como la lipoxigenasa, alcohol deshidrogenasa y
alcohol aciltransferasa son cruciales para la produccion de estos compuestos volatiles.

El perfil de los compuestos aroméaticos en la manzana cambia a lo largo del proceso de
maduracioén, al principio predominan los aldehidos, seguidamente aumenta el contenido de
alcoholes y finalmente son los esteres los que dominan el perfil aroméatico de la manzana madura
(Fellman et al., 2000). La composicion y concentracién de compuestos aromaticos volatiles difiere
entre variedades, su produccidn, factores de cosecha y almacenamiento (LOpez et al. 1998a).

Los aldehidos derivan principalmente del catabolismo de los &cidos grasos (De Pooter et al.,
1986; Rowan et al., 1999), aunque también pueden formarse a partir de cadenas ramificadas de
aminoacidos tales como isoleucina, leucina y valina (Rowan et al., 1996). Hay identificados mas de
25 aldehidos en las manzanas aunque los mayoritarios son hexanal, trans-2-hexenal y butanal
(Dimick et al., 1983). El contenido de aldehidos es mas abundante en manzanas inmaduras (Vallat
et al.,2005) y conforme avanza el proceso de maduracion la concentracion de estos disminuye
(Mattheis et al., 2005; De Pooter et al., 1986).

Los alcoholes son formados por la reduccion de los aldehidos mediante la accion de la enzima
alcohol deshidrogenasa (ADH) (Bartley et al., 1980). Los alcoholes lineales son producto del
catabolismo de los &cidos grasos, mientras que los alcoholes ramificados son derivados del
metabolismo de los aminoacidos ramificados (Gonda et al., 2010; Reineccius, 2006). Los alcoholes
son los compuestos mas importantes en la contribucién del aroma de las manzanas maduras después
de los ésteres (Lopez et al.,2010). Siendo los mas abundantes 2-metil-1-butanol, 1-butanol, 1-
hexanol, 1-propanol y 2 metil-1-propanol (Lopez et al.; 1998; Echeverria et al., 2004; Fellman et
al.,2003). Estos son los precursores de los ésteres (Dimick et al., 1983), aunque que pueden ser
ocasionalmente fragmentados en sus correspondientes alcoholes y acidos grasos por la accion de
esterasas (Schaffer et al., 2007).

Por accion enzimatica del alcohol aciltransferasa (AAT) los alcoholes se transforman en esteres.
Por cada grupo alcohol (R-OH) que se transforma en éster (R-COOR) la enzima AAT transforma
un acil-CoA en acilo (St-Pierre et al., 2000). Esto ocurre en el catabolismo de los &cidos grasos y
aminoacidos (Fellman et al., 2000; Bartley et al.; 1985; Defilippi et al.; 2005). En las manzanas
4
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maduras los alcoholes constituyen entre el 6 y 16% de los volatiles totales (Paillard et al., 1990),
mientras que los ésteres pueden suponer dependiendo la variedad de manzana el 80% en Golden
Delicious y Golden Reinder (Lopez et al., 1998a; Altisent et al., 2011) al 90% en Starking Delicious
(Lopez et al., 1998b). Los ésteres pueden tener cadenas lineales o ramificadas y su concentracion
depende de la disponibilidad de los precursores (Knee et al., 1981; De Pooter et al., 1981; Paillard
et al., 1979) y de la selectividad y actividad de las enzimas implicadas (Echeverria et al., 2004;
Souleyre et al., 2005). Los ésteres mas importantes debido a su alto contenido e impacto en el
aroma de varias variedades de manzana son: butil acetato, hexil acetato, 2-metilbutil acetato y etil

2-metil-butanoato (Dunemann et al., 2012).

2. Objeto de Estudio

Conociendo el mecanismo de las rutas bioquimicas que dan lugar a los compuestos aromaticos
de la manzana y de la existencia de sistemas precursores que confieren el posterior desarrollo de
moléculas volatiles de aroma de manzana, este trabajo centra sus principales objetivos en:

o Elaborar una revision bibliografica sobre la biosintesis de los compuestos volatiles
responsables del aroma de la manzana y estudiar los factores que influyen en el aroma de la
manzana.

o Desarrollar un método para aislar y revelar los precursores del aroma de la manzana. Estudiar
la produccién de aromas a partir de los precursores mediante un andlisis sensorial, medios

instrumentales GC-MS vy estadisticos.
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3. Revision Bibliogréfica

3.1. Biosintesis de compuestos volatiles en la manzana

Los compuestos volatiles del aroma de manzana son sintetizados en el metabolismo de los
acidos grasos, aminoacidos e hidratos de carbono a traves de las siguientes rutas:

o Aldehidos, alcoholes y ésteres de cadena lineal son sintetizados de lipidos, principalmente del
acido linolénico y linoleico mediante la f-oxidacion y la actividad de la lipoxigenasa (Paillard
et al.; 1990; Rowan et al., 1999).

o Aldehidos, alcoholes y ésteres de cadena ramificada son derivados de la isoleucina a traves
del metabolismo de los aminoécidos (Rowan et al.,1996; Hansen et al.,1993; Matich et al.,
2007).

o Los terpenos son sintetizados por dos vias: la ruta del mevalonato (Schwab et al., 2008) y la
ruta de desoxixilulosa fosfato (Eisenreich et al., 2004).

o Los fenilpropanoides son sintetizados por la via fenilpropanoide (Gang et al., 2001)

Los &cidos grasos de 16 y 18 carbonos son los mas predominantes en las manzanas (C16:0,
C18:0, C18:1, C18:2 y C18:3) siendo los principales substratos para la produccion de volatiles. El
contenido y concentracion de lipidos de los &cidos grasos antes y después de la cosecha en el fruto
climatérico de la manzana es similar, alcanzando su méaxima concentracion en el méaximo
climatérico (Galliard et al., 1968; Song et al., 2003; Meigh et al., 1965, 1967; Nie et al., 2005). La
leucina, isoleucina y valina son los aminoécidos de cadena ramificada mas importantes en la
biosintesis de compuestos aromaticos volatiles en la manzana (Defilippi et al., 2009; Tzin et al.,
2010). La concentracion de la mayoria de los aminoacidos decrece con la maduraciéon de la
manzana debido a la sintesis y metabolismo de proteinas (Ackermann et al.; 1992; Defilippi et al.,
2005; Zhang et al., 2010; Sugimotoet al., 2011). Durante el almacenamiento, inicialmente tiene
lugar una reduccion del contenido de aminoécidos pero posteriormente se estabiliza sin cambio
significativo (Ackermann et al., 1992). Por otro lado hay dos grupos principales de compuestos
aromaticos provenientes del metabolismo de los carbohidratos: los terpenos y furanonas (Pérez et
al.,2008).

> Metabolismo de los acido grasos

En las manzanas, la B-oxidacion y la ruta de la lipoxigenasa (LOX) son los dos sistemas
enzimaticos principales en el catabolismo de los &cidos grasos para la formacién de aldehidos,
alcoholes y ésteres (Echeverria et al., 2004; Defilippi et al., 2005), siendo el primero mas
importante en fruta intacta y el segundo en la fruta dafiada (Sanz et al., 1997; Gardner, 1995). Sin

embargo, a medida que la manzana madura, las tasas de sintesis y degradacién de lipidos aumentan,




Investigacion sobre la Potencialidad Aromética de las Manzanas

Trabajo Fin de Méster

causando un cambio en la fluidez de la membrana, lo que aumenta su permeabilidad a diferentes
sustratos (Bartley, 1985). Esto, junto con la descomposicién de los cloroplastos, que liberan acidos
grasos como los &cidos linoleico (C18: 2) y linolénico (C18: 3) (Galliard, 1968), hacen que la via
LOX sea una alternativa a la B-oxidacion en toda la fruta, confirmado por la alta actividad de los
enzimas de la ruta LOX durante el desarrollo de la manzana (Echeverria et al., 2004; Villatoro et
al., 2008).

1) p-oxidacion de &cidos grasos

La B-oxidacion es la principal ruta involucrada en la degradacién de los acidos grasos, en las
plantas se realiza principalmente en los peroxisomas, que contienen todas las enzimas necesarias.
Durante la B-oxidacion, los &cidos grasos se activan en su correspondiente acil coenzima A (CoA)
por la acil-CoA sintetasa en una reaccion que requiere adenosina trifosfato (ATP), Mg** y coenzima
A con el grupo funcional sulfhidrilo (CoASH). El acil-CoA luego se importa al peroxisoma (Heldt,
2004; Baker, 2006).

El anexo | muestra las enzimas, cofactores y productos implicados en la degradacion del &cido
estearico (C18:0), oleico (C18:1) y linoleico (C18:2), a través de la via de B-oxidacion (Espino et
al., 2016). La B-oxidacién de los &cidos grasos de cadena larga produce acidos mas cortos, como el
acido acético, butanoico y hexanoico, que se pueden reducir a sus correspondientes alcoholes
(Rowan et al., 1996) antes de ser esterificados con acil-CoA por la enzima alcohol aciltransferasa
(AAT). La combinacion de moléculas de acil-CoA con diferentes alcoholes da como resultado una
gama importante de ésteres. Sin embargo, dado que el acetil-CoA es el principal acil-CoA
producido en la B-oxidacion, la mayoria de los ésteres son de acetatos (Dixon et al., 2000).

2) Via lipoxigenasa

La lipoxigenasa (LOX) es una dioxigenasa que cataliza la oxidacion de &cidos grasos
poliinsaturados que contienen una fraccion de cis-1,4-pentadieno, siendo el producto un dieno
conjugado (cis, trans) hidroperéxido (HPO). Los &cidos linoleico (C18:2) y linolénico (C18:3) son
los principales sustratos de LOX, que se liberan de los triacilgliceroles, fosfolipidos y glicolipidos
por la accion de las acil hidrolasas (anexo I1) (Espino et al., 2016).

Los productos de la reaccion LOX se pueden convertir en diferentes compuestos, a través de al
menos seis rutas (Porta et al, 2002). Una de estas vias es a través de la enzima hidroperéxido liasa
(HPL) (Feussner et al., 2001) (anexo I1). HPL es una enzima que actda sobre los hidroperdxidos sin
necesidad de cofactores para formar aldehidos de cadena corta (6 0 9 &tomos de carbono) (Schwab
et al 2008).

Los aldehidos (6 o0 9 &tomos de carbono) se reducen posteriormente al alcohol correspondiente

por la enzima alcohol deshidrogenasa (ADH). La ADH es una oxidoreductasa que cataliza la
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reduccioén reversible de aldehidos a alcoholes, y su direccion esta influenciada por el pH. Sin
embargo, a pH fisioldgico, la reaccion favorece la produccion de alcoholes. ADH actta sobre una
amplia gama de alcoholes lineales, ramificados y ciclicos, en las manzanas actGa primero en los
alcoholes lineales. La ADH también requiere de la presencia de las coenzimas reducidas NADH y
NADPH (Sanz et al., 2010; Schwab et al., 2008; Dixon et al., 2000)

Los alcoholes resultantes de la actividad enziméatica ADH son sustratos naturales para la enzima
AAT, que transfiere un grupo acilo a través de una reaccion dependiente de oxigeno de acil-CoA al
grupo OH de un alcohol que forma un éster. La diversidad de los ésteres formados por las enzimas
AAT puede verse influenciada por la disponibilidad del sustrato, la especificidad de la enzima o por
la variedad de genes que codifican las enzimas ATT. Aunque la AAT tiene més afinidad por los
alcoholes lineales que por los ramificados, debido a que el acetil-CoA es el CoA mas abundante en
las frutas, como se ha citado anteriormente, la mayoria de los ésteres son de acetatos (Lépez et al.,
2010).

» Metabolismo de aminoacidos

Los aminoéacidos son precursores de compuestos aromaticos volatiles como aldehidos,
alcoholes, acidos y ésteres, siendo la segunda fuente la mas importante en la obtencion de
compuestos volatiles en el aroma de frutas y verduras (Sanz et a., 2010). En las manzanas, se ha
descubierto la produccion de ésteres de cadena ramificada a partir de los aminoacidos ramificados
isoleucina (lle), leucina (Leu) y valina (Val) (Rowan et al., 1997). Estos aminoécidos, compuestos
ramificados de naturaleza alifatica, se sintetizan en los cloroplastos. Los aminoacidos libres en las
células se originan de la protedlisis (Smit et al., 2009). La enzima amino transferasa de cadena
ramificada (BCAT) cataliza el Gltimo paso en la sintesis de aminoacidos ramificados y el primer
paso de su degradacion (Diebold et al., 2002; Schuster et al., 2005). Leu, Val e lle se degradan en
las mitocondrias de las plantas aunque algunas de las enzimas requeridas del catabolismo de Leu e
Ile también se han encontrado en los peroxisomas. La degradacion de los aminoacidos ramificados
ayuda a mantener el equilibrio entre NAD" y NADH + H*. Ademas, el acil-CoA producido sirve
como fuente de energia para la produccion de ATP (Smit et al., 2009).

El catabolismo de los aminoacidos ha sido documentado en bacterias y levaduras (Liu et al.,
2008; Dickinson et al., 2000, 2003). En las frutas, se ha demostrado que las reacciones para la
derivacion de compuestos volatiles a partir de aminoacidos ramificados siguen la via que se
encuentra en algunos de estos microorganismos. En las manzanas esta via se ha demostrado
mediante la adicion exdgena de aminoacidos marcados. La adicion de Leu, lle y Val etiquetados
produce un patron de éster diferente en diferentes variedades de manzana, lo que indica que las

isoenzimas difieren en su selectividad de sustrato (Rowan et al., 1997).
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En el anexo 111 se puede ver la formacion de compuestos volatiles a partir del catabolismo de la
isoleucina (Espino et al., 2016). En las manzanas y otras frutas, la biosintesis de compuestos
volatiles de lle, Leu y Val comienza con la eliminacién del grupo amino por las aminotransferasas
(BCAT), formando acidos a-ceto (2-oxo-3-metilpentanoato y 2-oxo-3-metilbutanoato). Durante
esta transaminacion, los aminoacidos usan 2-oxo-cetoglutarato (2-oxoglutarato) como receptor para
el grupo amino, que puede ser reciclado en glutamato por la enzima glutamato deshidrogenasa
(GDH). Los a-cetoacidos se pueden metabolizar por tres vias diferentes (Liu et al., 2008; Marilley y
Casey 2004).

En la primera, los 2-oxoacidos se pueden convertir en aldehidos ramificados (2-metilbutanal, 3-
metilbutanal y 2-metilpropanal, para lle, Leu y Val, respectivamente) por carboxilacion oxidativa
por un o-enzima cetoacido descarboxilasa (por ejemplo, piruvato descarboxilasa, PDC). Estos
aldehidos se pueden reducir a su correspondiente alcohol ramificado (2-metilbutanol, 3-
metilbutanol y 2-metilpropanol) por la accion de la enzima ADH, que utiliza NAD(P)" como
cofactor. La transformacion de aminoacidos en alcoholes se conoce como la ruta de Ehrlich, en la
que las enzimas clave son las transaminasas, descarboxilasas y deshidrogenasas. Los aldehidos
ramificados también se pueden oxidar a su correspondiente acido graso ramificado (2-
metilbutanoico, 3-metilbutanoico y 3-metilpropanoico) por la accion de la aldehido deshidrogenasa
(AlIdDH), que usa NAD(P)H como cofactor (Smit et al., 2009; Dickinson et al., 2000, 1998).

En la segunda via, los 2-oxoéacidos se pueden convertir en acidos grasos por descarboxilacién
oxidativa. Primero, el o-cetoacido se convierte irreversiblemente en un acil-CoA de cadena
ramificada (2-metil butanoil-CoA, 4-metil butil-CoA y 2-metil propil-CoA de lle, Leu y Val,
respectivamente) por la accion de la a-cetodcido deshidrogenasa de cadena ramificada (BCKDH),
que sustituye un CO, del acido 2-oxo por el cofactor CoA con reduccion de NAD®. Entonces, el
acil-CoA se puede convertir en un acido graso por accion de la fosfato acetiltransferasa (PAT). Los
acidos grasos ramificados se pueden transformar en alcoholes y ésteres mediante la reduccion del
acido a su correspondiente aldehido. Los alcoholes formados por la ruta de Ehrlich pueden
esterificarse con acil-CoA por AAT para formar ésteres de cadena ramificada (Smit et al., 2009;
Espino et al., 2016).

En la tercera via, los o-oxoacidos también pueden reducirse a hidroxiacidos por una
hidroxiacido deshidrogenasa (HDH), que es especifica para cada a-0x04cido. Los hidroxiacidos no
contribuyen al aroma, pero permiten la conversion de NADH a NAD™ (Smit et al., 2009; Ardo,
2006).
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» Terpenoides y fenilpropenos

Los terpenoides se sintetizan a través de dos vias paralelas:

o Via de mevalonato (MVA), que opera en el citosol y comienza con la condensacion de dos
moléculas de acetil — CoA.

o Via de metileritritol fosfato (MEP) se activa en los plastidos y comienza con el piruvato y
gliceraldehido 3-fosfato como precursores para formar 1-desoxilulosa 5-fosfato.

Ambas rutas MVA y MEP dan como resultado la formacion de isopentil difosfato (IPP) y su
isomero dimetilalil difosfato (DMADP), intermediarios de los que se derivan todos los terpenos.
Los sesquiterpenos (C15) y los triterpenos se producen a través de la via MVA, mientras que los
monoterpenos (C10), los diterpenos (C20) y los tetraterpenos (C40) se producen a través de la via
MEP. La conversion catalitica de los precursores de terpenos se lleva a cabo mediante enzimas
terpeno sintasa (Espino et al., 2016)

Los monoterpenos y sesquiterpenos son los principales componentes aromaticos de la familia de
los isoprenoides en la manzana. El sesquiterpeno ramificado aciclico (E, E)-a-farneseno, sintetizado
principalmente en las capas de células epidérmicas e hipodérmicas de la fruta, es el mas asociado
con la fruta madura de manzana (Ju y Curry, 2000). Sin embargo, el a-farneseno también se ha
asociado con escaldaduras superficiales en la piel de varios cultivares de manzana (Rupansinghe et
al., 1998). (E, E)-a-farneseno se produce durante el almacenamiento de la manzana y su produccion
disminuye después de aproximadamente 2 meses de almacenamiento. (Pechous y Whitaker, 2004).

Los fenilpropenos, como el eugenol, el estragol y el isoestragol, también contribuyen al sabor
punzante y aromatico de algunas variedades de manzana (Ellison’s Orange, D’Arcy Spice y
Fenouillet) o notas de anis en la Royal Gala. Estos compuestos se derivan de la via fenilpropanoide
(Yauk et al., 2015).

3.2. Factores que afectan a la produccion del aroma de manzana

La composicion y concentracion de los compuestos volatiles que confieren el aroma
caracteristico de las manzanas se pueden ver alterados por los procesos pre y pos cosecha. A
continuacion se detallan los efectos de dichos factores:

> Factores previos a la cosecha

El aroma de una manzana depende en gran medida de la variedad. Las diferencias en las
concentraciones de compuestos volatiles entre las diferentes variedades de manzana les dan un
patrén de aroma caracteristico. El acetato de butilo es el éster principal en Golden Delicious (Song
et al., 1996), Manzanas Royal Gala (Young et al, 1996) y Mondial Gala (Lara et al., 2007).
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Los factores ambientales como el clima, la ubicacion geografica y las précticas agricolas
también pueden afectar la composicién de los volatiles en la manzana (Fellman et al., 1997; Rizzolo
etal., 1992).

Los compuestos volatiles del aroma no se producen en cantidades significativas durante el
crecimiento de la manzana, pero aumentan durante el periodo climatérico, cuando la produccion de
etileno induce una serie de cambios fisicos y quimicos en la expresion de ciertos genes y la
actividad de ciertas enzimas (Kalua et al., 2007; Lay et al., 1990). Si bien los ésteres totales se
encuentran en concentraciones muy bajas cuando los niveles enddgenos de etileno son bajos, la
produccion de éster aumenta rapidamente tan pronto como comienza la sintesis de etileno (Nie et
al., 2005). Dado que la produccion de ésteres estd regulada por etileno, los inhibidores de esta
hormona afiadida en la etapa previa a la cosecha reducen la produccion de volatiles en la fruta. EI 1-
metilciclopropeno (1-MCP) es un potente inhibidor de etileno. Se ha observado que su aplicacién
reduce la produccion de volatiles en manzanas de diferentes variedades como Golden Delicious
(Kondo et al., 2005), Fuji (Bai et al., 2005), Gala (Marin et al., 2009), Anna (Lurie et al., 2002) y
manzana transgénica Greensleeves (Defilippi et al., 2004). 1-MCP reduce la transcripcion y
traduccion del gen MdAAT2 en manzanas Golden Delicious con una disminucion posterior en la
produccion de ésteres (Li et al., 2006).

> Factores de cosecha

La concentracion de compuestos volatiles en la manzana aumenta considerablemente a medida
que avanza la maduracion (Mattheis et al., 1999). La madurez en el momento de la cosecha es uno
de los principales factores que afectan a la calidad de la manzana durante y después del
almacenamiento. La cosecha de manzanas antes de la madurez fisiolégica normalmente implica
bajos niveles volatiles (Song y Bangerth, 1993). Una manzana cosechada en una etapa climatérica
producira mas volatiles durante el almacenamiento en comparacion con una fruta preclimérica o
una fruta demasiado madura (Brackmann et al., 1993).

» Factores posteriores a la cosecha

Las manzanas se pueden almacenar en atmosfera controlada durante varios meses. Sin embargo,
las condiciones de almacenamiento pueden reducir la biosintesis de compuestos volatiles en
manzanas dependiendo del tipo de atmosfera empleada y la duracion del periodo de
almacenamiento (Brackman et al., 1993; Streif y Bangerth, 1988). Las atmosferas controladas,
especialmente aquellas con oxigeno ultra bajo (P (O;) <1 kPa), causan una reduccion en la
biosintesis de volatiles de cadena lineal debido a una reduccion en la concentracién de alcoholes y
sus ésteres, excepto etanol y sus derivados, que se producen en la manzana en condiciones

anaerdbicas (Harb et al., 2000). La sintesis y la degradacion de los acidos grasos tambien
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disminuyen debido a la reduccion de la B-oxidacion, la actividad LOX vy la biosintesis de etileno
(Both et al., 2014). Sin embargo, la disponibilidad de sustratos, es el factor mas importante en la
supresion de compuestos volatiles durante y después del almacenamiento bajo atmosfera controlada
mas que la falta de actividad enzimatica (Lara et al., 2006, 2007). La baja concentracion de oxigeno
durante el almacenamiento tiene poco efecto sobre la biosintesis de los ésteres ramificados (Harb et
al., 2000; Argenta et al., 2004).

Por otro lado, el almacenamiento con una atmosfera con alta concentracion de CO, suprime la
produccién de compuestos aromaticos lineales y ramificados, probablemente al inhibir el &acido
tricarboxilico, del que derivan ciertos aminoacidos precursores (Brackmann et al., 1993). La
reduccion en la produccion de aroma también puede deberse a una baja tasa de respiracion en
manzanas bajo atmdsfera controlada, lo que puede agotar los metabolitos de energia almacenados
como ATP y NADPH, necesarios para la biosintesis y desaturacién de acidos grasos (Harwood,
1988; Saquet, 2003).

Durante la poscosecha, la concentracion de ésteres puede disminuir debido a su hidrolisis por
carboxilesterasas para formar sus respectivos acidos y alcoholes, y por su difusion en el ambiente
(Souleyre, 2011). Sin embargo, un bajo contenido de éster puede ser causado mas bien por la falta
de alcoholes como precursores que por la actividad esterasas o la difusién (Fellman et al., 2000;
Knee y Hatfield, 1981).

La aplicacién exdgena de sustratos de reacciones metabdlicas como aldehidos, alcoholes y
esteres, es una estrategia alternativa para la regeneracion de aroma en manzanas refrigeradas. La
disponibilidad del sustrato es un factor importante en la recuperacion del aroma en las manzanas
almacenadas durante largos periodos (Fellman et al., 2000; Lara et al., 2007). Se ha demostrado que
los precursores agregados a las manzanas enteras se difunden hacia los tejidos internos de la fruta
(De Pooter et al.,1981). Sin embargo, la aplicacion exdgena de sustratos en la manzana se ha
utilizado mas para dilucidar las vias metabdlicas (Rowan et al., 1996, 1999) mas que para aumentar

la produccion de compuestos volatiles (Maya et al., 2014).
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4. Materiales y Métodos

4.1.

Materiales y reactivos

Manzanas variedad Golden Delicious del proveedor Girona Fruits S.C.C.L. Origen:
Espafia. Calibre: 50. Cosecha 2019. Lote: 1120011601. El estudio inicio en febrero con
manzana madurada en camara.

» Equipos

Balanza analitica HR-200 (A&D Weighing Co., EEUU).

Balanza de granatario W Electronic Scale WT30001K (Want Balance Instrument Co.,
China).

Céamara de anoxia AnaeroGen™ (Thermo Scientific Waltham, Massachusetts, EEUU).
Centrifuga, Allegra X-22R (Beckman Coulter, Alemania).

Colorimetro, Chroma Meter CR-400 (Konica Minolta optics, INC., EEUU).

Estufa Memmert 10-800 (Memmert GmbH & Co., Alemania).

Licuadora industrial (L1-240 Sammic, Espafia).

Manifold a vacio, VacElut 20 Cartridge Manifolds (Agilent Technologies, California,
EEUU).

Penetrometro, Digital Penetrometer Agrosta®14 Field (Agrosta SAS, Francia).

pHmetros: pH-meter Basic 20+ y MicropH 2002 (Crison, Espafia).

Picadora (Braun 500Watt turbo, Alemania).

Refractometro, Digital Refractometer DBX-55A (Atago® CO, LTD, Japon).

Rotavapor, Buchi R-215 equipado con una bomba de vacio V-700 (Buchi Labortechnik
AG, Suiza).

GC-MS: Cromatografo de gases: modelo GC-450 de Varian, acoplado a un detector de
masas ion-trap Varian Saturn 2200 (Varian, EEUU).

GC-O-FID: Cromatografo TraceGC gas chromatograph, Thermoquest (Milan, Italia), con
puerto olfatométrico y detector por ionizacion a la llama (FID) (SGE Ringwood,
Australia).

» Materiales

Bureta de 10, 25 mL (Duran®, Alemania).

Cartucho C18, Sep-Pak® Vac 35cc (10g) (Waters, Massachusetts, EEUU). Acondicionado
antes de su uso con 44 mL de metanol, seguido de 44 mL de agua milli-Q al 2% en etanol
viv.

Cartucho de 3 mL de polipropileno (Varian Inc., EEUU).
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Embudo biichner de porcelana (Thermo Fisher Scientific Inc., EEUU).

Erlenmeyer de 250 mL (Duran®,Alemania).

Frasco de vidrio de borosilicato con tapa roscada 1000 mL (Simax®, Republica Checa).
Frasco de vidrio de borosilicato con tapa roscada 5000 mL (Borosil®, India).

Filtro con placa de vidrio fritado (vidraFOC, Espafa).

Frits de polietileno para cartuchos de 3 mL (Supelco Inc., EEUU).

Kuderna (HCS Scientific & Chemical Pte Ltd., Singapur).

Kitasato 1000 mL (vidraFOC, Barcelona, Espafia).

Matraz aforado de 2, 10, 15, 50, 100, 200, 250 mL (Fisher Scientific Inc., EEUU)
Matraz esférico 1000 mL y matraz corazon de 10, 50, 250 mL (Fisher Scientific Inc.,
EEUU).

Microjeringa de 10 uL (Hamilton Co., EEUU).

Papel de filtro para embudo bichner MN 640 WE, diametro 150 mm y poro 12-15 pum
(Macherey-Nagel, Alemenia).

Pipetas de 5y 10 mL (Globe Scientific Inc., EEUU)

Pipeta Pasteur de vidrio (Labbox Labware S.L., Espafia) y de plastico (Deltalab S.L.,
Espafia).

Resina Lichrolut EN (40-120 um) (Merck, Darmstadt, Alemania) para cartuchos.
Parafilm M (Bemis Co., EEUU).

Vaso de precipitados 25, 600 mL (Duran®, Alemania).

Viales con inserto de 200 pL (ALWSCI Technologies Co., China).

Viales de 2 y 20 mL, con cuello roscado y tapon roscado (Thermo Fisher Scientific Inc.,
EEUU).

Zapatilla de pesada (Scharlab S.L., Espafia).

> Reactivos

Acido citrico en polvo pureza del 99,5% (Sigma Aldrich, EEUU).

Acido clorhidrico HCI 1% v/v obtenido a partir de HCI 37% pureza (Panreac, Espafia).
Acido malico s6lido pureza del 99%, (Panreac AppliChem, Alemania).

Agua purificada, Milli-Q purification system (Millipore, Massachusetts, EEUU).

BHA, hidroxibutilanisol pureza 98,5% (SAFC Supply Solutions, Merck KGaA, Germany).
Diclorometano 99,8% pureza, GLC-Pesticide residue grade (Fisher Chemical, Thermo
Fisher Scientific Inc., EEUU).

Etanol absoluto pureza 99,98% (VWR Chemicals, EEUU).

Fenolftaleina en disolucion al 1% v/v (PanReac AppliChem, Alemania).
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Fluoruro de sédio USP puro grado farma (PanReac AppliChem, Alemania).

Hidrogeno fosfato de sodio (Na;HPO,) (Panreac AppliChem, Alemania).

Hidroxido de sodio (NaOH) 0,1 N, solucién estdndar volumétrica (PanReac AppliChem,
Alemania).

Hidroxido de sodio (NaOH) pellets del 98% pureza (Panreac AppliChem, Alemania).
Metanol ACS (Scharlab S.L., Espaiia).

Rapidase AR 2000 (DSM Food Specialties Beverage Ingredients, Holanda).

Sulfato de sodio anhidro 99% pureza, (Panreac AppliChem, Alemania).

» Disoluciones elaboradas a partir de los reactivos

Disoluciones de NaOH 0,01 y 0,1% m/v obtenidas a partir de NaOH pellets.
Disolucién diclorometano/metanol 5% v/v. Para elaborar 15 mL se tomé 14,25 mL
diclorometano y 0,75 mL metanol.
Disolucion de enzima Rapidase AR 2000 120 mg/mL. Se preparé 2 mL de disolucién
enzimatica de 120 mg/mL pesando 240 mg.
Disolucion tampon citrato 0,1 M / fosfato 0,2 M. Para elaborar 20 mL se mezclaron 4,6 y
18,4 mL respectivamente de cada una de las disoluciones descritas a continuacion,
ajustando a pH 5 con disoluciones de NaOH 0,01 y 0,1% m/v y HCI 1% v/v:

o Acido citrico 0,1 M (0,02 L x 0,1 M = 2x10* mol; 2x10™ mol x 192,12 g/mol= 0,384

g pesados)
o NaHPO, 0,2 M (0,02 L x 0,2 M = 4x10" mol; 4x10° mol x 141,96 g/mol = 0,568 g

pesados).
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4.2. Control de calidad de la manzana

Para el control de calidad de la manzana Golden Delicious (figura 4)
se tomo6 como referencia el Reglamento n° 543/2011, Parte B: Normas de
comercializacion especificas, Parte 1: Norma de comercializacion para
las manzanas. A parte de las disposiciones establecidas en dicho

reglamento, se analizaron los siguientes parametros de calidad:

Figura 4: Manzana variedad Golden Delicious objeto de estudio.
» Color

Se escogieron 6 manzanas representativas y se realizaron 3 medidas en cada manzana. La

colorimetria (figura 5) se realiz6 en la escala CIELab (L: luminosidad toma valores de 0-100; a*:
toma valores de -60 a +60, siendo -a* verde y +a* rojo; b*: toma valores de -60 a +60, siendo -b*

azul y +b* amarillo) (figura 6).
Modelo de color CIELAB

L =100 (blanco) + b (amarillo)

+ b (amarillo)

—a (verde)

—b (azul)

L =0 (negro)

Figura 5: Colorimetro, Chroma Meter CR-400. Figura 6: Escala CIELAB. (Twitchy, 2020).

> FEirmeza
La firmeza se midi6 con un penetrémetro (figura 7) sobre 3 puntos en 6 3
manzanas representativas. Las zonas en donde se realizaron las mediciones

fueron previamente peladas. La unidad de medida fue kg /cm?.

Figura 7: Digital Penetrometer Agrosta®14 Field.
» Solidos solubles

Para determinar el contenido sélidos solubles, se midio6 el indice de refraccion (figura 8) sobre

jugo de manzana clarificado expresado en °Brix, donde:

g sacarosa en la muestra

o .
Brix =
100 g de muestra
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Para la obtencidn de este jugo se licuaron 4 manzanas (756 g), se dejaron
reposar durante 5 minutos en un vaso de precipitados de 600 mL para separar
las fases (pulpa arriba y jugo abajo), se elimind la pulpa sobrenadante y se tomé
muestra del jugo de manzana para su medicién con ayuda de una pipeta Pasteur.
La medida se repitié 10 veces con distintas fracciones de la misma muestra del

jugo de manzana.

Figura 8: Digital Refractometer DBX-55A, Atago.

> Acidez
Se midié el valor de pH (pH-meter Basic 20+) sobre 10 muestra de jugo de manzana clarificado.
Para obtener la acidez se realizd una valoracion &cido-base con hidroxido de sodio 0,IN vy
fenolftaleina como indicador. Se aplicd la siguiente férmula considerando el acido malico

predominante en la manzana.

Vol.NaOH gastados (mL) x NNaOH x Peso equivalente acido malico

Acidez (g acido malico/L) = Vol zumo (mL)

Se realizaron 5 valoraciones del jugo de manzana, tomando 10 mL de jugo diluyéndolo hasta
100 mL en un erlenmeyer de vidrio de 250 mL, se adicionaron 2-3 gotas de fenolftaleina y se valoro

con NaOH 0,1N a un punto final de pH 8,2 con una bureta de 25 mL.
4.3. Preparacion de la mistela

La manzana fria (10°C) se descorazon0 y corté a trozos grandes con un cuchillo ceramico.
Posteriormente se trituré en medio inerte (flujo de N, para evitar la presencia de O;), en presencia
del antioxidante BHA al 0,02% en peso y el protector enzimatico fluoruro de sodio al 0,004% en
peso sobre la manzana triturada. Se trituraron 3113,2 g de manzana.

Una vez triturada la manzana se trasvaso a un frasco de vidrio de borosilicato .
de 5000 mL y se adiciono etanol llevandolo al 15% en peso sobre la manzana :
triturada (figura 9). Se cerrd el frasco herméticamente con rosca y se dejo macerar

durante 6 horas a 15°C protegida de la luz, homogeneizando la mistela cada hora.

Figura 9: Manzana triturada con BHA + NaF y 15% etanol en peso.

Pasado el tiempo de maceracion se centrifugo la mistela a 4500 rpm a 10°C durante 20 minutos.

Se elimind la parte sélida (parte inferior) y el sobrenadante (parte liquida) se filtré con placa de
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vidrio fritado (figura 10), obteniendo 2,5 L de mistela, que fue almacenada a 5°C en 3 frascos de

1000 mL de vidrio de borosilicato con tapa roscada (figura 11) (Alegre et al., 2020).

Figura 10: Filtrado de la mistela tras maduracion.  Figura 11: Fraccion de mistela filtrada.
4.4, Extraccion de la fraccion fendlica y aromatica

La mistela se filtr6 a vacio con un embudo blichner y papel de filtro. Posteriormente se
desalcoholizaron 3 fracciones de 750 mL (790,8 g) de mistela filtrada en un matraz de 1000 mL en
el rotavapor hasta el 2-3% etanol v/v, obteniendo un volumen final de 480 mL (253,0 g) (figura 12).
La fraccion resultante fue filtrada a vacio con un embudo buchner y papel de filtro. Para obtener la
fraccion fendlica aromética (FFA) se realizé una extraccion en fase sélida semiautomatizada en un
manifold a vacio, percolando el filtrado por un cartucho C18 (figura 13) previamente
acondicionado. Una vez percolada la mistela se lavd el cartucho C18 con 88 mL de agua milli-Q a
pH 3,8 (pH fruto de manzana, ajustado con HCI 1% v/v), posteriormente se secd haciendo pasar un
flujo de aire a su través con un manifold a vacio. De las 3 fracciones desalcoholizadas se obtuvieron

2 puesto que una de ellas se deseché al colmatarse el cartucho C18.

Figura 13: Percolacion de la
mistela  desalcoholizada en

cartuchos de C18 con ayuda del

manifold.

Figura 12: Desalcoholizacion de la mistela en el rotavapor.
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Tras percolar y lavar las 2 fracciones de mistela desalcoholizada, se eluyeron los precursores
aromaticos con 100 mL de etanol obteniendo la FFA y almacenandola a -20°C.

Se concentraron las 2 fracciones de FFA de 100 mL hasta 15 mL. Para ello se afiadié 100 mL de
FFA en un matraz corazén de 250 mL y se evapor0 hasta obtener 20 mL, este extracto se trasvaso a
un matraz de corazén de 50 mL, arrastrando los restos del extracto de FFA con etanol. Finalmente
la muestra en el matraz corazon se concentré hasta 15 mL. Los 2 extractos de FFA de 15 mL se
almacenaron a -20°C. Estas fracciones desaromatizadas contienen precursores aromaticos que bajo

condiciones de hidrolisis formaran compuestos aromaticos (Alegre et al., 2020).
4.5. Condiciones de hidrolisis acida

Se reconstituyé una muestra de FFA en dos tipos de disoluciones hidroalcohdlicas al 2 y 10%
v/v etanol, ajustando su pH a 3,8 con acido malico, ayuda del pHmetro (micropH 2002) y
disoluciones de NaOH 0,01 y 0,1% m/v para ajustar al pH final. Se considera que la FFA es 100%
etanol, ya que segun se explica en el apartado anterior se eluyen los compuestos arométicos del
cartucho C18 con etanol. Se prepararon 200 mL de cada tipo de muestra de FFA reconstituia:

o FFA reconstituida al 2% etanol (200 mL): 4 mL FFA + 176 mL disolucion acido malico (5
g/L).

o FFA reconstituida al 10% etanol (200 mL): 4 mL FFA + 16 mL etanol + 180 mL disolucién
acido malico (5 g/L).

Cada una de estas 2 fracciones de 200 mL se dividieron en 10 viales de 20 mL y se envasaron
bajo condiciones de anoxia (figura 14). Se llenaron los viales en el exterior, se introdujeron en la
camara de anoxia donde se dejaron durante 10 minutos abiertos para que se reemplazara el oxigeno
por el gas inerte (argon). Posteriormente se cerraron con tapa roscada, se envasaron a vacio en
bolsas termoselladas y cada una de estas bolsas se introdujeron en otra que contenia carbédn activo
de AnaeroGen™ siendo también termosellada a vacio. Se envasaron 2 viales por bolsa, obteniendo
5 bolsas con 2 viales de 20 mL por cada una de las fracciones reconstituidas con la disolucion
hidroalcohdlica 2 y 10% etanol v/v. -

Figura 14: Embolsado de los
viales de FFA del 2 y 10%
etanol v/v en la camara de

anoxia.
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Se realizo la hidrolisis &cida de las 10 parejas de las muestras (2 y 10% etanol v/v) incubando a
75°C en una estufa durante 2, 5, 10, 24 y 48 horas. Una vez incubadas las muestras se almacenaron
a 5°C para detener el proceso de hidrdlisis (Alegre et al., 2020).

También se prepar0 y envaso a vacio un vial de 20 mL de FFA reconstituia al 2% etanol v/v el

cual no se envejecio.
4.6. Andlisis sensorial del aroma

Se realiz6 un analisis sensorial de las muestras para determinar la presencia/ausencia de
compuestos aromaticos generados tras la hidroélisis acida de los precursores aromaticos. Se empled
un panel de 13 personas (7 hombres y 6 mujeres) pertenecientes al Laboratorio de Anélisis de
Aroma y Enologia (LAAE), segin la norma UNE-EN ISO 8586:2016 anélisis sensorial. Guia
general para la seleccién, entrenamiento, control de catadores y catadores expertos, se considerd

un panel de tipo catadores ya que este personal esta entrenado en analisis sensorial (figura 15).

( Reclutamiento ]
( Jueces sensonlales inexpertos ]
[l Famnls:nztcucn )|
( Jueces senno:ales iniciados )|
» szustl:cnéu )
( Cn(a;ores | R —|
i |
Eleccion final de ara métodos especificos
|:> Catadores (diferencia, ordenacion, puntuacion) Catadores para llegar a catadores expertos
Control y mluact;n del desempefio ) ( Enumémmo

[ Control y evaluacién del desempefio
' i

[ Catadores expertos ]

Figura 15: Esquema del proceso completo de seleccién, entrenamiento, control de catadores y catadores
expertos. UNE-EN 1SO 8586:2016.

Se tomaron 5 muestras de FFA de cada concentracién de etanol (2 y 10% v/v), para cada tiempo
de hidrolisis a 75°C (2, 5, 10, 24 y 48 horas) (figura 16). Se pusieron en copas de vidrio negro con

tapa y se presentaron a cada panelista en orden aleatorio haciendo dos rondas, una por cada serie de

fracciones reconstituidas en disolucion hidroalcoholica 2 y 10% etanol v/v.

%

Figura 16: Copas con muestra de FFA tras hidrolisis quimica.
Se pidio a los catadores que describieran 3 atributos de cada muestra y que evaluaran la

intensidad global de olor de la muestra en una escala del 0 al 3 permitiendo puntos intermedios (0 =
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olor no detectado; 1= olor débil, dificilmente detectable; 2 = olor claro pero no intenso; 3 = olor
intenso) (Culleré et al, 2011).
A partir de los resultados del analisis sensorial:
» Se clasificaron los atributos descritos por familias de aroma segun la lista de descriptores de
aroma de LAAE (anexo V).
» Se calcul6 de cada atributo descrito la frecuencia de deteccién acumulada (% F) definida
como (Cullereé et al, 2011):

n? de veces detectado el descriptor en la muestra por los catadores

%F = x 100

ne total de catadores

4.7. Analisis por Cromatografia de Gases-Olfatometria

Para la caracterizacion de los aromas por cromatografia de gases-olfatometria con detector de
ionizacion a la llama (GC-O-FID) (figura 17) se reconstituyd una muestra de FFA en disolucion
hidroalcoholica al 2% en etanol v/v por ser la que mas compuestos se detectaron en el andlisis
sensorial. También se prepard un blanco sin FFA para eliminar el ruido de fondo en el anélisis GC-
O-FID. Se incubaron las muestras a 75°C durante 2, 10 y 48 horas para acelerar el proceso de
hidrélisis quimica y una de ellas se reservo y no se someti6 al proceso de envejecimiento.

Se elaboraron las siguientes muestras:

» 65 mL de nuestra blanco sin FFA para obtener 3 viales de 20 mL e incubarlos a 75°C durante
2, 10 y 48 horas respectivamente.

o 50 mL de blanco (1 mL etanol + 250 mg acido malico (5 g/L) + 30 mL agua milli-Q +
ajuste de pH y enrase).

o 15 mL de blanco (300 pL etanol + 75 mg acido malico (5 g/L) + 12 mL agua milli-Q +
ajuste de pH y enrase).

» 260 mL de muestra reconstituida con FFA al 2% en etanol v/v, para obtener 13 viales de 20
mL. De los cuales a un vial (20 mL) no se aplicé el tratamiento de hidrélisis y el resto
correspondian a los tratamientos de 75°C durante 2, 10 y 48 horas (4 viales de 20 mL por cada
tratamiento (240 mL)).

o 250 mL de muestra con FFA (5 mL FFA + 1,25 g acido malico (5 g/L) + 225 mL agua
milli-Q + ajuste de pH y enrase).

o 10 mL de muestra con FFA (200 pL FFA + 50 mg acido maélico (5¢/L) + 8 mL agua
milli-Q + ajuste de pH y enrase).

Para ajustar el pH de las muestras a 3,8 se utilizaron disoluciones de NaOH al 0,01 y 0,1% m/v.
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Finalmente los viales de muestras se envasaron en las mismas condiciones de anoxia descritas

anteriormente.

Puerto olfatométrico

Figura 17: Equipo GC-O-FID, TraceGC gas chromatograph, Thermoquest.
4.8. Condiciones de hidrolisis enzimética

Se tomé 40 pL del extracto de precursores de FFA en un matraz corazon de
10 mL y se rotaevapord hasta sequedad en bafio termostatizado a 22°C (figura
18). Al extracto seco se afiadio 9,2 mL de tampon citrato 0,1 M / fosfato 0,2 M y
800 pL de disolucion de enzima Rapidase AR 2000 a 120 mg/mL. Se desplazo el
O, del matraz coraz6n con una corriente de Ny, se cerr6 con parafilm y se incub6

a 40°C durante 16 horas en una estufa.

Figura 18: Matraz coraz6n con FFA evaporada hasta sequedad.

Rapidase AR 2000 es una enzima con actividades secundarias glucosidasa especificas,
transforma los precursores terpénicos no aromaticos en terpenoles libres aromaticos. Es una enzima
pectolitica GRAS con actividades secundarias derivadas de Aspergillus niger (Creative Enzymes,
2020).

El hidrolizado enzimético de FFA se analizé por cromatografia de gases-masas (GC-MS) y se

compard con muestras de FFA sometidas a hidrolisis acida.

4.9. Condiciones de extraccion por borboteo

Se realiz6 una extraccién en fase sélida (SPE) con borboteo de la muestra de FFA segun el
articulo de Felipe San Juan y colaboradores de 2010. Para ello se prepar6 100 mL de FFA al 2%
etanol (2000 pL FFA + 500 mg acido malico (5 g/L) + 100 mL aprox. agua milli-Q (ajustando a pH
a 3,8 y enrasando)), se metieron 80 mL de esta muestra de FFA en un sistema de extraccion por
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borboteo. En la parte superior del matraz borboteador se coloco un cartucho de polipropileno de 3
mL que contenia 400 mg de fase solida Lichrolut EN (40-120 um) sujetada con dos frits de
polietileno. El cartucho fue previamente acondicionado con 20 mL de diclorometano (figura 19) y
secado haciendo pasar una corriente de N, a su través. En la otra entrada superior se conectd a una
corriente de N, a un caudal de 100 mL/min. Se mantuvo el sistema de extraccion con borboteo

durante 3 horas y 20 minutos (figura 20).

Figura 19: Acondicionamiento del cartucho. Figura 20: Sistema de extraccion por borboteo.

Una vez pasado este tiempo se desmonto el sistema de extraccion, se cogio el cartucho y se seco
haciendo pasar una corriente de N,, hasta observar que la resina del cartucho estaba seca.
Posteriormente se eluyeron los compuestos adsorbidos en la resina con 3,2 mL de disolucion
diclorometano/metanol 5% v/v gota a gota, recogiendo la muestra en un vial (figura 21). Para
eliminar los restos de agua (causa de interferencias en la GC-O-FID) se afadié una punta de
espatula de sulfato de sodio anhidro, se agitd con suavidad y se dej6 reposar. La muestra se trasvaso
a un kuderna con ayuda de una pipeta Pasteur de vidrio para no coger el sulfato de sodio y se
concentré con una corriente de N, hasta 200 pL (figura 22). La muestra concentrada se llevé a un

vial con inserto y se almacend a -20°C.

Figura 21: Elucion de los compuestos. Figura 22: Concentracion del extracto en un kuderna.
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Tras la preparacion de la muestra no se pudo analizar por GC-O-FID (figura 17) y comparar con

las muestras de FFA sometidas a hidrolisis quimica debido a la situacion de pandemia.

4.10.

Analisis de compuestos volatiles. Trazas

> Preparacion de muestra

Para el analisis de trazas se utilizaron las siguientes muestras:

©)

FFA reconstituida al 2% etanol v/v + &cido malico (5 ¢g/L) (ajustado a pH 3,8) e
hidrolizada a 75°C durante 2, 5, 10, 24 y 48 horas (5 muestras elaboradas en el apartado
4.5. Condiciones de hidrdlisis &cida).

FFA reconstituida al 10% etanol v/v + acido maélico (5 ¢g/L) (ajustado a pH 3,8) e
hidrolizada a 75°C durante 2, 5, 10, 24 y 48 horas (5 muestras elaboradas en el apartado
4.5. Condiciones de hidrdlisis acida).

Blanco sin FFA al 2% etanol v/v + &cido malico (5 g/L) (ajustado a pH 3,8) hidrolizado
a 75°C durante 2, 10, 48 horas (3 muestras elaboradas en el apartado 4.7. Andlisis por
cromatografia de gases-olfatometria).

FFA reconstituida al 2% etanol v/v + acido malico (5 g/L) (ajustado a pH 3,8) sin
hidrolizar (FFA Golden 1) (1 muestra elaborada en el 4.5. Condiciones de hidrdlisis
acida).

FFA reconstituida al 2% etanol v/v + &cido malico (5 g/L) (ajustado a pH 3,8) (FFA
Golden 2) sin hidrolizar (1 muestra, elaborada en el apartado 4.7. Andlisis por
cromatografia de gases-olfatometria).

FFA tras hidrélisis enzimatica (1 muestra, elaborada en el apartado 4.8. Condiciones de
hidrolisis enzimatica).

Dos muestras control “a 'y b” para conocer los factores de respuesta de los compuestos,

asi como su identificacion.

Para el tratamiento previo que se realizé a todas las muestras antes de ser inyectadas y las

condiciones de analisis en el cromatdgrafo de gases-masas (GC-MS) se siguio el procedimiento del
LAAE (P-Trazas-Protocolo, 2019):

Se adiciond a un matraz aforado de 15 mL, 7 mL de muestra, posteriormente sin tocar las

paredes del matraz se afiadié sobre la muestra 100 pL de estandares internos (3-octanona, 2-octanol,

3,4-dimetilfenol) y se enrasé muestra hasta 15 mL. Esta disolucion se trasvasd a un reservorio

situado en serie con el cartucho de 65 mg de resina LiChrolut EN a través de un adaptador y se hizo

pasar los 15 mL de muestra a una velocidad = 2 mL/min, con la ayuda del sistema de vacio. El

cartucho de resina fue previamente acondicionado con 2 mL de diclorometano, 2 mL de metanol y

24




Investigacion sobre la Potencialidad Aromética de las Manzanas

Trabajo Fin de Méster

otros 2 mL de disolucion hidroalcohdlica ajustada al 12% de etanol v/v (12 mL de etanol en 100 mL
de agua milli-Q) empleando vacio.

Una vez percolada la muestra se lavé con 1,5 mL de disolucion agua/metanol al 30% vi/v,
conteniendo un 1% en peso de NaHCO3. Se seco el cartucho empleando vacio para eliminar los
posibles restos de agua. Se eluyd con 600 pL de diclorometano conteniendo un 5% de metanol. La
elucién se llevo a cabo gota a gota. El eluato se recogié en un vial de 2 mL y a continuacion se
trasvasd con la ayuda de una pipeta Pasteur a un vial de 200 pL con inserto para ser inyectado al
cromatografo de gases con deteccion por espectrometria de masas (GC-MS).

» Equipo y método cromatografico

Las caracteristicas del cromatografo gases-masas utilizado fueron las siguientes:

o Cromatdgrafo de gases: modelo GC-450 de Varian, acoplado a un detector de masas
ion-trap Varian Saturn 2200.

o Columna: DB-WAX UI de Agilent de 60 m x 0.25 mm d.i. x 0.25 pm de espesor de
fase. La columna estaba precedida por una precolumna desactivada de 3 m x 0.32 mm
d.e. de Agilent Technologies, EEUU.

o Inyector: Varian 1079, con liner splitless de 2 mm didmetro interno, suministrado por
Supelco, EEUU.

En cuanto a las condiciones de inyeccidn se trabajé en modo splitless cerrado (t splitless: 0-2,20
min) y luego splitless abierto (split 1/20) de 2,20-5,0 min y se inyect6 2 pl de muestra. Con un
pulso de presion de 30 psi (tiempo pulso 2,18 min). ElI programa de inyeccion se encontrd
inicialmente a 40°C durante 0,05 minutos, a continuacion se subi6é con una rampa de temperatura de
200°C/min hasta 300°C y se mantuvo durante 50 minutos. Pasado este tiempo se descendid la
temperatura hasta 200°C con una rampa de temperatura de 200°C/min y se mantuvo durante 68
minutos.

Respecto al método cromatogréfico se utilizd helio como gas portador a un caudal de 1,5
mL/min. El programa de temperatura del horno fue inicialmente de 35°C con un tiempo de espera
de 3 min, a continuacion se subid hasta 220°C con una rampa de temperatura de 2°C/min sin tiempo
de espera, finalmente se subid hasta 240°C con una rampa de temperatura de 20°C/min manteniendo
esta temperatura durante 30 min.

La adquisicién de resultados se realizd en modo barrido de 35 a 220 m/z. En la tabla 3 se
muestran los compuestos quimicos analizados, con su tiempo de retencién (tr) en minutos, el
estandar interno (SI) de referencia y las relaciones masa/carga (m/z) empleadas para su

cuantificacion.
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Si tr (min) Compuesto m/z
2-Octanol 19,767 Hexanal 82
2-Octanol 33,483 (E)-2-Hexenal 55
SI 37,933 3-Octanona 99
2-Octanol 41,267 (E)-2-Hexenal 98
2-Octanol 47,067 2-Octenal 108
2-Octanol 50,283 (E,E)-2,4-Hexadienal 95
2-Octanol 50,517 (E)-2-Undecenal 57
3,4-DMF 55,150 (E)-2-Hexen-1-ol 67
SI 57,033 2-Octanol 45
2-Octanol 62,167 Oxido de (E)-linalool 93
2-Octanol 64,800 Decanal 81
2-Octanol 66,100 Epoxido de alcohol de lila 129
2-Octanol 67,633 Cis-vitispirano 192
2-Octanol 67,900 Trans-vitispirano 177
2-Octanol 68,517 (E)-2-Nonenal 84
2-Octanol 70,333 Linalool 93
2-Octanol 70,900 Geranil isovalerato 71
2-Octanol 73,017 Norisoprenoide sin identificar 1 193
2-Octanol 73,317 Anhidrido del &cido hexanoico 99
2-Octanol 78,533 B-Germacreno 97
2-Octanol 83.933 2:6,6-TrimetiI-2-cic|ohexen-1,4- 96
diona
2-Octanol 84,567 v-Heptalactona 85
2-Octanol 85,167 a-Terpineol 136
2-Octanol 85,600 Verbenona 107
2-Octanol 86,683 Valenceno 133
2-Octanol 87,067 Norisoprenoide sin identificar 2 192
2-Octanol 87,733 (E)-a-Bergamoteno 119
2-Octanol 88,783 TDN 157
2-Octanol 89,867 a-Farneseno 123
3,4-DMF 96,350 -Damascenona 121
2-Octanol 98,617 Acido hexanoico 73
2-Octanol 101,017 Alcohol bencilico 79
3,4-DMF 104,167 2-Feniletanol 91
2-Octanol 106,617 f:i(lz)'g’g;ggg'"1'°'C'°hexe”' 163
3,4-DMF 108,067 2,3-Dehidro-4-oxo-B-ionol 83
3,4-DMF 111,733 3-Metilfenol 107
3,4-DMF 125,000 3-Alil-6-metoxiphenol 164
SI 129,200 3,4,-Dimetilfenol 122
3,4-DMF 153,233 3-Hidroxi-p-damascona 208
2-Octanol 153,917 Vainillina 151

Tabla 3: Listado de los compuestos analizados por GC-MS.
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Se obtuvieron los datos de las areas absolutas de los compuestos en la muestras y con los
estandares internos se calcularon las &reas relativas para poder comparar entre los distintos

compuestos.

Area absoluta

Area relativa = — - -
Area estandar interno

Para procesar los datos de las &reas relativas se agruparon los compuestos analizados en las

familias: Aldehidos, alcoholes, ésteres, terpenos, sesquiterpenos, norisoprenoides y miscelaneas.

Para la caracterizacion del olor de los compuestos se utiliz6 la base de datos de pubchem

)

perteneciente al “National Center for Biotechnology Information”.
4.11. Tratamiento de datos

Para la identificacion e integracion de las areas de los picos cromatogréaficos correspondientes a
los compuestos de las muestras obtenidas por las sefiales del cromatografo, se utilizo el programa
MS Data Review (Varian, Inc, EEUU). Para el célculo de las areas relativas y graficado se utilizd
Microsoft Excel 2010. En el tratamiento estadistico de los datos se utilizd el programa XLSTAT
2018 estudiandose la normalidad de los residuos con la prueba de Shapiro-Wilk y realizando un
analisis de varianza (ANOVA) de dos factores completos (concentracion de etanol en la muestra 2 y
10% y tiempo de hidrdlisis a 75°C de 2, 5, 10, 24, 48 horas) sin termino de interaccion

Para el tratamiento de datos del analisis sensorial y graficado se utilizé Microsoft Excel 2010.
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5. Resultados y Discusion

5.1. Control de calidad de la manzana

Atendiendo al Reglamento n° 543/2011 la manzana de la variedad Golden Delicious, obtenida
de Malus domestica Borkh destinada en estado fresco al consumidor cumplia con:
> Disposiciones relativas a la calidad:

- Requisititos minimos de calidad: Las manzanas se encontraban intactas, sanas, limpias, exentas
de: plagas, dafios causados por plagas, vidriosidad, humedad, olores y sabores extrarios.

- Requisitos de madurez: Presentaban un desarrollo suficiente y se encontraban en un estado de
maduracion satisfactorio. Con el fin de comprobar los requisitos de madurez se determinaron
los parametros de color, textura, sélidos solubles y acidez descritos a més adelante.

- Clasificacion: Se trataba de una manzana de categoria .

» Disposiciones relativas al calibrado:

- El calibre de la manzana era de 50 mm con un peso medio de 78 g, inferior al dispuesto de 60
mm o0 90 g, pero aceptado por tener los frutos un valor medio de 14,61 °Brix, superior al
marcado en la legislacion de manzanas admitidas con calibre mas pequefio de 60 mm o0 90 g,
siempre y cuando superen los 10,5 °Brix y el calibre sea igual o superior a 50 mm o 70 g.

» Disposiciones relativas a las tolerancias:

- Tolerancia de calidad: En la categoria | se admite una tolerancia del 10%, en nimero o en peso,
de manzanas que no satisfagan los requisitos de esta categoria, pero que se ajusten a los de la
categoria I, en este caso el 100% de las manzanas cumplian con la categoria .

- Tolerancia de calibre: La tolerancia permitida es del 10 %, en nimero o en peso, de manzanas
que no satisfagan los requisitos de calibrado. Esta tolerancia no puede ampliarse para incluir
productos con un calibre 5 mm o mas por debajo del diametro minimo, 10 g 0 mas por debajo
del peso minimo. La tolerancia de calibre de las manzanas objeto de estudio fue del 5%.

> Disposiciones relativas a la presentacion:

- Homogeneidad: Las manzanas analizadas eran homogéneas del mismo origen, variedad,
calidad, calibre y del mismo grado de madurez.

- Envasado: Las manzanas se adquirieron en una barquilla de madera con cartones entre las
capas de manzanas que protegian al producto del dafio externo. El envase se encontraba limpio

y exento de materias extrafias.
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» Disposiciones relativas al marcado:
- Enel exterior de la barquilla de madera se encontraba la etiqueta identificativa del producto en
donde se indicaba: la identificacion del proveedor (Girona Fruits S.C.C.L.), la naturaleza del
producto (Manzana Golden), origen (Espafia), caracteristicas comerciales (categoria I, calibre

50mm) y adicionalmente marcaba la cosecha 2019 y el nimero de lote: 1120011601.

Debido a que no existe legislacion respecto los pardmetros de calidad estudiados a continuacion,
los resultados se comparan con publicaciones y recomendaciones cientificas.
» Color
Los valores medios obtenidos en la colorimetria fueron: L = 73,68; a* = -9,78; b* = 51,04.
Comparandolos con los valores obtenidos en el estudio de la manzana Golden Delicious de Ornelas
y colaboradores del 2018, en donde L = 71,5; a* = -19,73; b* = 39,07 en manzanas cosechadas 137
dias después de su floracion (méaximo climatérico); la mayor diferencia residia en el parametro b*,
teniendo una clara tonalidad amarilla en la manzana objeto de estudio y verdosa en la del articulo.
> FEirmeza
El valor medio de la textura fue de 3,278 kg /cm?. Considerando el documento del MAPA sobre
la calidad de manzanas y peras (Delhom MJ, 1985) donde recomienda que la variedad Golden
Delicious tenga un valor de firmeza entre 6,8-7,7 kg/cm? en el momento de la recoleccién y
superior a 5-5,4 kg/cm? en el momento de venta al consumidor y el articulo de Ornelas y
colaboradores donde obtienen un valor de 7,1 kg/cm?, en manzanas recolectadas tras 137 dias
después de la floracion (maximo climatérico) y de 6,4 kg/cm?, en manzana recolectadas tras 167
dias después de la floracion (manzana en etapa de senescencia). El valor de firmeza obtenido se
puede considerar bajo, menor que el del articulo y el recomendado por el Ministerio en el momento
de consumo. Hay que recordar que el inicio del estudio se realiz6 en febrero y las manzanas
adquiridas fueron maduradas en cdmara, lo que podria explicaria el bajo valor de firmeza.

» Solidos solubles

El valor medio de solidos solubles fue de 14,61°Brix. Segun las recomendaciones del MAPA
sobre la calidad de manzanas y peras, el valor de la manzana Golden Delicious debe ser superior a
13°Brix. Por otro lado en el estudio de Ornelas y colaboradores obtenian un valor maximo
postcosecha de 11,6°Brix (manzanas recolectadas 167 dias tras la floracion). Comparando estos
datos con la manzana estudiada, se puede decir que el contenido de sélidos solubles totales era
adecuado.
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> Acidez
El valor medio obtenido de pH fue de 3,8. Para célculo de la acidez se obtuvo un volumen

medio consumido de NaOH 0,1N de 5,46mL y sustituyendo en la formula:

546 mLx0,1INx 67,05
10 mL

Se obtuvo una acidez de 3,66 g/L, inferior a la recomendacion del MAPA (Delhom MJ, 1985)

de igual o superior a 5 g acido mélico/L, probablemente debido a su maduracion en camara.

Acidez (g acido malico/L) = =3,66g/L

5.2. Analisis sensorial del aroma

En la tabla 4 se puede observar los resultados de las frecuencias de deteccion acumuladas de los
descriptores aromaticos de las muestras de FFA del 2 y 10% etanol v/v. Los descriptores
mayoritarios en ambos tipos de muestras son: olores desagradables (off-flavors) (suma de los
descriptores: carton/polvo, sotobosque, caucho, alquitran/asfalto, hidrocarburo y animal) y frutas
blancas. Seguido de frutas pasas/compotadas, vegetales frescos y metélico para la muestra de FFA
2% etanol v/v y de alcohol, frutas compotadas y vegetales frescos para la muestra de FFA 10%

etanol v/v.
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Tabla 4: Descriptores de la muestras de FFA 2 y 10% etanol tras la hidrélisis a 75°C y a los tiempos de 2, 5, 10, 24 y 48
horas. Los resultados estan expresados con % F.
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La intensidad media de olor de las muestras se observa en la tabla 5. En la muestra de FFA 2%
etanol v/v se ve como al aumentar el tiempo de envejecimiento aumenta la intensidad global de
olor, pudiendo ser debido a que al aumentar el tiempo de hidrdlisis &cida a 75°C se liberan més
compuestos aromaticos (figura 23). En la muestra de FFA 10% etanol v/v también se observa un
aumento de la intensidad global de olor al aumentar el envejecimiento pero con la excepcién del

tiempo 2 horas, pudiendo ser debido al enmascaramiento con los olores desagradables.

2h 2h 5h 5h 10 h 10h  24h 24h 48 h 48h
2% 10% 2% 10% 2% 10% 2% 10% 2% 10%

Media intensidad olor (escala 0-3) 1,50 204 1,77 1,58 2,00 1,75 2,08 1,71 2,15 2,29
Desviacion estandar 0,76 0,78 0,73 0,63 0,71 0,40 0,53 0,58 0,69 0,62
Coeficiente de variacion (%CV) 51 38 41 40 35 23 26 34 32 27

Tabla 5: Media, deviacion estandar y coeficiente de variacion de la intensidad de olor de las muestras de FFA al 2y
10% etanol envejecida a 75°C durante 2, 5, 10, 24, 48 horas.

Las diferencias no son estadisticamente significativas, pero en la FFA con el 2% etanol, se

observa que hay una tendencia en la que aumenta la intensidad de olor durante primeras las 10

horas (figura 23).
3,00
2,50
‘6 - '
S 2,00 - % ¢ —
3
B 1,50 -
=)
g 1,00
E
0,50
Figura 23: Representacion de la media de la
0,00 0 1‘0 2'0 3‘0 4‘0 5‘0 intensidad global de olor en cada muestra
. R (escala 0-3) frente al tiempo de hidrélisis a
Tiempo de hidrdlisis (horas) 75°C de las muestras de FFA 2 y 10% etanol.
——FFA2%EtOH —@—FFA 10 % EtOH

En los diagramas de telarafia de las figuras 24 y 25 se puede observar como en la muestra de
FFA 10% etanol v/v hay mayor liberacion de olores desagradables, los catadores resaltaron este
hecho en las observaciones, asi como que en dicha fraccién tenian dificultad para detectar los
descriptores por el mayor porcentaje de alcohol. Es por ello que se eligio la FFA de 2% etanol v/v
para la caracterizacion de los aromas por GC-O-FID, aunque finalmente no se pudo llevar a cabo
debido a la situacion de pandemia.

En la figura 24 se puede observar como en la muestra de FFA 2% etanol v/v envejecida 10
horas son mayores los descriptores afines al fruto fresco de la manzana (fruta blanca, vegetales
frescos), seguido de las 24 horas de envejecimiento y siendo también menor la proporcion de olores

desagradables. A las 48 horas aumentan mucho los descriptores desagradables disminuyendo los
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descriptores de fruta blanca y vegetales frescos. En cuanto a las muestras de FFA de 10% etanol v/v

(figura 25) el tiempo de 5 horas contiene mayor proporcion del descriptor fruta blanca.

En cuanto al descriptor de frutas compotadas es mas evidente su deteccion en las muestras de

FFA de 2% etanol v/v, en concreto en la fraccion de 48 horas con mayor tiempo de envejecimiento,

seguido de las fracciones de 24, 10, 5y 2 horas.

FFA 2% etanol

Olores

desagradables
80 -

. . Frutas compotadas

Torrefacto ) 60 ~

2 horas

Metdlico (/" / “= Fruta blanca 5 horas
VA ' 10 horas
[ ——24 horas
! ) \ | ] 4§ horas

Citrico Vegetales frescos
Hierba seca Floral
FFA 10 % etanol
Olores
desagradables
80
70
60 ~
Floral - 50 | : .Alcohol

2 horas

5 horas
10 horas
Metalico "7 Fruta blanca 24 horas
\ ——48 horas

Vegetales frescos Frutas compotadas

Figura 24: Representacion de los
descriptores de la muestra de
FFA 2% etanol tras la hidro6lisis a
75°C a los tiempos de 2, 5, 10,
24, 48 horas que muestran una
frecuencia acumulada igual o
superior al 15%.

Figura 25: Representacion de los
descriptores de la muestra de
FFA 10% etanol tras la hidrdlisis
a 75°C a los tiempos de 2, 5, 10,
24, 48 horas que muestran una
frecuencia acumulada igual o
superior al 15%.

En las figuras 26 y 27 se muestra la evolucion de los descriptores mayoritarios al aumentar el

tiempo de hidrolisis. En la muestra de FFA 2% etanol se observa como al aumentar el tiempo

aumentan los olores desagradables y el aroma a frutas compotadas, disminuyendo el aroma de fruta

blanca. En la muestra de 10% etanol v/v no se ve claro este efecto debido a la alta concentracion de

etanol comentada por los catadores. Hay que tener en cuenta ademas, que a parte de la propia
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percepcion del etanol, el contenido alcohdlico del hidrolizado también influye en la liberacion a la
fase gas de los compuestos volatiles. Los compuestos méas apolares estin méas fijados en la

disolucion de 10% de alcohol que en la de 2%, destacando olfativamente mas en esta ultima.

FFA 2 % etanol

Figura 26: Evolucién de los compuestos

10 \/)\M principales del olor de la FFA 2% etanol de
0

10 ” % o s la fr.ecu,efu?la de deteccion frente al tiempo
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Figura 27: Evolucién de los compuestos

principales del olor de la FFA 10% etanol

0 10 20 30 10 s0 qe la fl’eCl:Ien,CI-a. de deteccion frente al
Tiempo de hidrélisis a 75°C (horas) tiempo de hidrolisis.

En conclusidn, desde el punto de vista sensorial, el tiempo de hidrolisis influye en el perfil de
compuestos liberados, con una relacion optima entre olores agradables y desagradables que va a
estar alrededor de las 15 h en la FFA hidrolizada con 2% de etanol.

5.3. Analisis por Cromatografia de Gases-Olfatometria

Aunque la preparacion de las muestras se realizo antes del confinamiento estas no se pudieron
analizar por GC-O-FID debido a la situacion de pandemia por COVID-19. Una vez levantado el
estado de alerta, se consider6 que la intervencion de la nariz humana como detector no era adecuada
por el riesgo de contagio que esta técnica implicaba. Por tanto, se decidio no realizar el analisis GC-
O-FID de las muestras y basar la busqueda de los odorantes principales exclusivamente en la
respuesta de los detectores quimicos.
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54. Analisis de compuestos volatiles. Trazas

Los compuestos mas relevantes identificados en las fracciones hidrolizadas fueron estudiados
mediante un analisis cuantitativo por GC-MS. La identificacién de los compuestos se realizo
mediante librerias de espectros de masas e indices de retencion lineal (cuando estaban disponibles).
Como se puede observar en el anexo V, aldehidos, terpenos, norisoprenoides y sesquiterpenos son
las familias quimicas con mayor representacion en los hidrolizados. Es l6gica la ausencia de ésteres
en los hidrolizados ya que, como se explico en la revision bibliografica, su produccion en la
manzana requiere la intervencion de diversos sistemas enzimaticos que estan desactivados en el
proceso de hidrolisis. Por otra parte, compuestos como terpenos, sesquiterpenos y norisoprenoides
que pueden almacenarse en forma de precursores glicosidicos si van a ser revelados durante el
proceso de hidrolisis quimica.

En el anexo V se muestran los valores de las areas absolutas obtenidos tras la integracion de los
picos de los compuestos identificados en las muestras analizadas por el cromatografo junto con sus
condiciones de anélisis. En el anexo VI se detallan las &reas relativas de los compuestos
identificados a sus correspondientes patrones internos. De esta forma se corregian las posibles
variaciones asociadas al analisis cuantitativo. Por limitaciones de tiempo y disponibilidad de
patrones, la cuantificacion de los compuestos se realiz6 en términos de areas relativas que, si bien
permitian establecer comparaciones en cuanto a la generacién de los diferentes volatiles, no
permiten conocer con exactitud la concentracion de compuestos generadas. Es posible establecer un
factor de conversion semicuantitativo basado en la concentracion de los estdndares internos de
aproximadamente 40 ug/l por cada unidad de area relativa. Sin embargo, dada la naturaleza de
comparacion de condiciones de este estudio se decidio realizar los andlisis estadisticos utilizando
areas relativas por considerarse mas exactas.

Antes de realizar el analisis de varianza se comprobd que los datos obtenidos seguian una
distribucion normal, para lo cual se realizé la prueba de normalidad de los residuos de Shapiro-
Wilk. (HO: Los residuos siguen una distribucion Normal. Ha: Los residuos no siguen una
distribucion Normal). Como el valor-p calculado de todos los compuestos era mayor que el nivel de
significacion a=0,05, no se pudo rechazar la hipotesis nula HO, es decir, los residuos seguian una
distribucion normal. Tras esta comprobacion se realiz6 un analisis de varianza ANOVA de dos
factores: la concentracion de etanol en la muestra (2 niveles: 2 y 10% etanol) y tiempo de hidrolisis
a 75°C (5 niveles: 2, 5, 10, 24, 48 horas) con un intervalo de confianza del 95% (también se
estudiaron los compuestos con un intervalo de confianza del 90%); siendo la variable dependiente

los distintos compuestos.
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El test ANOVA es un modelo de correlacién que asume que la varianza observada en las
muestras se puede explicar con la media de las muestras, la contribucién de la concentracion de
etanol, la contribucion del tiempo de hidrdlisis y un error R? informa de la bondad de ajuste del
modelo matematico planteado. En las tablas 6, 7, 8, 9, 10 y 11 se detalla la bondad del ajuste para
cada uno de los compuestos. En el caso del hexanal cuya R? es de 0,952 significa que el modelo de
varianza de las muestras propuesto explica el 95,2% de la varianza y el 4,8% restante no se explica
con el modelo pudiendo ser debido a la interaccion concentracion de etanol-tiempo de hidrdlisis u
otros factores que no se han podido tener en cuenta.

Los dos factores estudiados no tuvieron la misma influencia en términos de significatividad.
Sélo en uno de los compuestos estudiados el factor de concentracion de etanol fue significativo,
mientras que en numerosos compuestos el factor tiempo de hidrolisis afecto de forma significativa a
la cantidad de compuesto generados en la hidrdlisis.

Para saber si las interacciones de concentracion de etanol y tiempo de hidrolisis son
significativas se deben comparar con el error aleatorio. Este se obtiene a partir de las medidas de las
réplicas de las muestras, pero debido al planteamiento inicial del experimento no se realizaron, por
ello con los célculos realizados en el analisis de varianza ANOVA no se puede ver la interaccion
entre los factores concentracion de etanol y tiempo de hidrolisis. Se estd asumiendo que son
variables independientes y no existe interaccion entre ellas. Por otro lado considerando que la
extraccion se realiz6 con etanol al 15% y que luego la hidrélisis acida (rearreglos estructurales de
los compuestos) tuvo lugar bajo dos concentraciones de etanol 2 y 10% v/v, el no haber realizado
réplicas de las muestras no supone tanto perjuicio puesto que la concentracion de etanol no influye
tanto en la muestra final. Hubiera influido mas si las extracciones se hubieran realizado a dos
concentraciones de etanol, puesto que cuanto mayor es la concentracion de etanol, mas compuestos
se extraen de la muestra.

Para estudiar las diferencias significativas entre los dos factores % etanol y tiempo de hidrolisis
se realizé el test Fisher LSD (Least Significant Difference). En cuanto a la concentracién de etanol
2 y 10% v/v no existieron diferencias significativas entre las medias de los valores de los
compuestos a los distintos tiempos de hidrdlisis para ningun compuesto excepto para el decanal
(figura 28). Respecto al tiempo de hidroélisis existen diferencias significativas en los compuestos
cuya F<0,05 que se detalla en las tablas 6, 7, 8, 9, 10 y 11. Algunos ejemplos de estos compuestos

se encuentran en el anexo VI en donde se pueden observar los grupos de diferencias significativas.
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Medias(decanal) - Etanol

Etanol

Figuras 28: Media de los valores de éareas relativas de los
distintos tiempos de hidrdlisis agrupados por la concentracién
de etanol 2 y 10%.

Atendiendo a las consideraciones anteriores, caracterizando los olores y ordenando los

compuestos por familias, se observan las siguientes diferencias significativas en la concentracion de

los compuestos conforme aumenta el tiempo de hidrdlisis.

» Aldehidos

En la tabla 6 se muestra como el hexanal (herbaceo); (E)-2-hexenal (herbaceo); (E,E)-2,4-

hexadienal (herbaceo), decanal (floral, citrico) y (E)-2-nonenal (papel) son compuestos cuya

concentracion aumenta significativamente (p(F)<0,05) conforme aumenta el tiempo de hidrélisis, a

excepcion del (E,E)-2,4-hexadienal (p(F)<0,05) que se descompone con el paso del tiempo (figura

29).Estos compuestos que caracterizan olores herbaceos son derivados de la oxidacion de &cido

grasos y aportan frescura a los aromas frutales (Ferreira y Lopez, 2019). Hay que recordar que todas

las hidrdlisis se realizaron en condiciones de anoxia estricta y que por tanto, la generacién de estos

aldehidos no puede deberse a una reaccidn con oxigeno libre.

Compuesto R? Probabilidad  Probabilidad P.robabili(_dad’ N
Total p(F) % Etanol Tiempo hidrolisis
Hexanal 0,952 0,009 0,150 0,007
(E)-2-Hexenal 0,988 0,001 0,072 0,000
2-Octenal 0,824 0,113 0,229 0,097
(E,E)-2,4-Hexadienal 0,914 0,029 0,783 0,021
(E)-2-Undecenal 0,833 0,102 0,541 0,077
Decanal 0,988 0,001 0,018 0,000
(E)-2-Nonenal 0,898 0,041 0,236 0,032

Tabla 6: Bondad del ajuste y significatividad de los compuestos de la familia de los aldehidos en las muestras de FFA
de manzana al 2 y 10% etanol al ser envejecidas a 75°C durante 2, 5, 10, 24 y 48 horas. En rojo compuestos con un

1C>95%, 0=0,05.
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Tiempo (horas)

—e—Hexanal

—8—(E)-2-Hexenal /10

== 2-Octenal /10

=== (E,E)-2.4-Hexadienal

=== (E)-2-Undecenal

—®—Decanal
(E)-2-Nonenal

» Alcoholes, fenoles y derivados

Figuras 29: Evolucién de los
compuestos de la familia de los
aldehidos en las muestras de FFA
de manzana al 2 y 10% etanol al
ser envejecidas a 75°C durante 2,
5, 10, 24 y 48 horas.

En la tabla 7 se muestra como el 3-metilfenol (medicinal, madera, piel) (p(F)<0,05); 3-alil-6-

metoxifenol (dulce, floral) y vainillina (dulce, floral) (p(F)<0,1) son compuestos cuya concentracion

aumenta significativamente hasta las 24 horas y a partir de entonces se empiezan a degradar (figura

30).

Compuesto R? Probabilidad  Probabilidad P_robabili(_jad’ N
Total p(F) % Etanol Tiempo hidrolisis
(E)-2-Hexen-1-ol 0,603 0,437 0,750 0,354
Alcohol bencilico 0,759 0,196 0,911 0,147
2-Feniletanol 0,635 0,386 0,474 0,334
3-Metilfenol 0,912 0,031 0,122 0,026
3-Alil-6-metoxifenol 0,861 0,073 0,309 0,058
Vainillina 0,882 0,054 0,844 0,038

Tabla 7: Bondad del ajuste y significatividad de los compuestos de la familia de los alcoholes, fenoles y derivados en
las muestras de la FFA de manzana al 2 y 10% etanol al ser envejecidas a 75°C durante 2, 5, 10, 24 y 48 horas.
Compuestos con un IC>95% en rojo y en verde IC>90%.
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Figuras 30: Evolucion de los
compuestos de la familia de los
alcoholes, fenoles y derivados en
las muestras de la FFA de manzana
al 2 y 10% etanol al ser envejecidas
a 75°C durante 2, 5, 10, 24 y 48
horas.
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» Terpenos

Son compuestos organicos derivados del isopreno (2-metilbuta-1,3-dieno) (figura 31). El

precursor de los terpenos es el &cido mevaldnico (figura 32), el cual proviene del acetil coenzima A.

Cuando los terpenos son modificados quimicamente, por oxidacion o reorganizacion del esqueleto

hidrocarbonado, suelen denominarse terpenoides (por ejemplo la vitamina A (retinol) se obtiene de

la oxidacion del caroteno).

HiG O
£
H,C H

Figura 31: Estructura molecular del isopreno.

HO

O

OH

Figura 32: Estructura molecular del acido meval6nico.

En la tabla 8 se puede ver como el 6xido de (E)-linalool (floral), linalool (citrico, floral) y a-

terpineol (floral) presentan cambios significativos. Al aumentar el tiempo de hidrdlisis aumenta

significativamente (p(F)<0,1) la concentracion de éxido de (E)-linalool y o-terpineol, pero sin

embargo el linalool se descompone significativamente (p(F)<0,1) conforme aumenta el tiempo de

hidrolisis (figura 33) debido a su inestabilidad frente al proceso de hidrolisis acida (Ferreira y

Lépez, 2019). Estos cambios, especialmente la disminucion del linalool que tiene un bajo valor

umbral, podrian estar relacionados con la tendencia a la bajada en la percepcion de la fruta blanca y

un mayor dominio de las notas de fruta compotada por parte de los catadores.

Compuesto R? Probabilidad  Probabilidad Pl_’obabili(_jad’ N
Total p(F) % Etanol Tiempo hidrolisis
Oxido de(E)-linalool 0,951 0,010 0,329 0,007
Epdxido de alcohol de lila 0,729 0,238 0,368 0,204
Linalool 0,929 0,020 0,686 0,014
Geranil isovalerato 0,624 0,403 0,733 0,324
a-Terpineol 0,984 0,001 0,333 0,001
Verbenona 0,598 0,446 0,332 0,437

Tabla 8: Bondad del ajuste y significatividad de los compuestos de la familia de los terpenos en las muestras de FFA
de manzana al 2 y 10% etanol al ser envejecidas a 75°C durante 2, 5, 10, 24 y 48 horas. Compuestos con un IC>95%,
0=0,05 en rojo y en verde IC>90%, a=0,01.
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Figuras 33: Evolucion de los
compuestos de la familia de los
terpenos en las muestras de FFA
de manzana al 2 y 10% etanol al
ser envejecidas a 75°C durante 2,
5, 10, 24 y 48 horas.
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Son terpenos de 15 carbonos. En la tabla 9 se puede ver como el valenceno (herbaceo, madera)

y a-farneseno (fruta madura), se observan diferencias significativas (p(F)<0,05) de aumento de la

concentracion al aumentar el tiempo de hidrolisis hasta las 24 horas, pasado este tiempo los

compuestos se empiezan a degradar (figura 34). El a-farneseno, compuesto mas dominate de esta

categoria, esté asociado a la fruta madura (Espino et al., 2016)

Compuesto R? Probabilidad Probabilidad P_robabilic_jad’ N
Total p(F) % Etanol Tiempo hidrolisis
B-Germacreno 0,811 0,128 0,933 0,094
Valenceno 0,953 0,009 0,502 0,006
(E)-a-Bergamoteno 0,721 0,250 0,557 0,200
a-Farneseno 0,975 0,003 0,792 0,002

Tabla 9: Bondad del ajuste y significatividad de los compuestos de la familia de los sesquiterpenos en las muestras de
FFA de manzana al 2 y 10% etanol al ser envejecidas a 75°C durante 2, 5, 10, 24 y 48 horas. En rojo compuestos con un
1C>95%, 0=0,05.
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Figuras 34: Evolucion de los
compuestos de la familia de los
sesquiterpenos en las muestras
de FFA de manzana al 2 y 10%
etanol al ser envejecidas a 75°C
durante 2, 5, 10, 24 y 48 horas.

» Norisoprenoides

Son productos de la degradacion enzimaética oxidativa de los carotenoides (figura 35), los mas

relevantes son la B-damascenona (figura 36), -ionona, 1,1,6-trimetil-1,2,-dihidronaftaleno (TDN) y

el vitispirano.

T e R R R Ry R R

Figura 35: 3-Caroteno.

Figura 36: 3-damascenona.

En la tabla 10 se observa como el cis-vitispirano (floral, frutal), TDN (tabaco, queroseno), [3-

damascenona (floral), 3-(2,6,6-trimetil-1-ciclohexen-1-il)-2-propenal y 3-hidroxi-f-damascona
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(floral) (p(F)<0,05) y 2,6,6-trimetil-2-ciclohexen-1,4-diona (p(F)<0,1), tienen un aumento
significativo de la concentracion conforme aumenta el tiempo de hidrolisis (figura 37). Para la
formacion de B-damascenona, compuesto mas relevante en este grupo de olor floral, se requiere una
hidrolisis quimica que produce un rearreglo estructural de los carotenoides, por diferentes rutas a
partir de su precursor y que pueden explicar la existencia de un méximo con el tiempo (Ferreira y
Lépez, 2019). También hay que destacar la formacion de olores desagradables como el TDN que
pueden ganar mas relevancia aromatica conforme aumenta el tiempo de hidrélisis. Dos de los

norisoprenoides no pudieron ser identificados por las librerias, sus espectros de masas se incluyen

en el anexo VIII.
Compuesto R? Probabilidad Probabilidad P!'obabilic_jad, N
Total p(F) % Etanol Tiempo hidrolisis
Cis-vitispirano 0,996 < 0,0001 0,989 < 0,0001
Trans-vitispirano 0,665 0,337 0,426 0,294
Norisoprenoide sin identificar 1 0,823 0,114 0,201 0,102
2,6,6-Trimetil-2-ciclohexen-1,4-diona 0,860 0,074 0,643 0,055
Norisoprenoide sin identificar 2 0,578 0,479 0,316 0,486
TDN 0,969 0,004 0,552 0,003
p-Damascenona 0,892 0,046 0,190 0,037
g-r(ozr,)GeerlmetlI-1-C|clohexen-1-|l)-2- 0,929 0,021 0,543 0,015
2,3-Dehidro-4-oxo-B-ionol 0,337 0,825 0,401 0,872
3-Hidroxi-p-damascona 0,981 0,002 0,152 0,001

Tabla 10: Bondad del ajuste y significatividad de los compuestos de la familia de los norisoprenoides en las muestras
de FFA de manzana al 2 y 10% etanol al ser envejecidas a 75°C durante 2, 5, 10, 24 y 48 horas. Compuestos con un
1C>95%, 0=0,05 en rojo y en verde IC>90%, a=0,01.
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Como se puede ver en la tabla 11, no se observan diferencias significativas en ningun

compuesto de la familia al aumentar el tiempo de hidrolisis (figura 38).

Compuesto R? Probabilidad Probabilidad P_robabili<_1ad, N
Total p(F) % Etanol Tiempo hidrolisis
Anhidrido del acido hexanoico 0,464 0,657 0,640 0,582
v-Heptalactona 0,458 0,665 0,844 0,567
Acido hexanoico 0,671 0,328 0,887 0,254

Tabla 11: Bondad del ajuste y significatividad de los compuestos de la familia de las miscel&neas en las muestras de
FFA de manzana al 2 y 10% etanol al ser envejecidas a 75°C durante 2, 5, 10, 24 y 48 horas.
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Figuras 38: Evoluciéon de los
compuestos de la familia de las
misceldneas en las muestras de
FFA de manzana al 2 y 10%
etanol al ser envejecidas a 75°C
durante 2, 5, 10, 24 y 48 horas.

Respecto a los compuestos generados en la hidrdlisis enzimatica, observando el anexo VI,

compuestos como: 0xido de (E)-linanool (floral), 2-feniletanol (fruta, miel, lila, rosa) y 3-alil-6-

metoxifenol; se producen en mayor proporcion que en la hidrolisis &cida a cualquiera de los

tiempos. Otros compuestos relevantes producidos son: (E)-2-hexenal (herbaceo), 2,6,6-trimetil-2-

ciclohexen-1,4-diona (floral) y y-heptalactona (fruta, nuez, caramelo). Este tratamiento so6lo era un

experimento preliminar y hay que tener en cuenta que el perfil aromatico obtenido es muy

dependiente del tipo de enzimas utilizadas.

En resumen, los datos de evolucion con el tiempo de hidrolisis muestran que en los hidrolizados

con un 2% de etanol existen maximos alrededor de las 24 h de hidrdlisis para los compuestos mas

interesantes desde el punto de vista del aroma potencial (linalool, B-damascenona, vainillina),

mientras que compuestos de caracteristicas olfativas menos agradables como TDN, decanal o (E)-2-

nonenal tienden a aumentar a mayores tiempos de hidralisis.
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6. Conclusiones

La manzana Golden Delicious es la variedad con mayor produccion y consumo en Espafia, tanto
por su facilidad de cultivo, prolongado almacenamiento en camara y sus caracteristicas sensoriales
de aroma y sabor. Todo ello hace que esta variedad de manzana acumule gran cantidad de estudios.

El perfil de los compuestos aromaticos en la manzana cambia a lo largo del proceso de
maduracion, al principio predominan los aldehidos, seguidamente aumenta el contenido de
alcoholes y finalmente son los esteres los que dominan el perfil aromético de la manzana madura.
La composicion y concentracion de compuestos aromaticos volatiles difiere entre variedades, su
produccion, factores de cosecha y almacenamiento.

La manzana estudiada presentaba un estado de maduracion satisfactorio, aunque los valores de
firmeza y acidez eran mas bajos de los deseados, probamente por ser una fruta madurada en camara.
Segun el panel de catadores la muestra de FFA al 2% etanol v/v era la mas adecuada para identificar
los odorantes, aumentando su intensidad de olor con el tiempo de hidrolisis llegando su méximo a
las 24 horas. A las 10 horas se detecta la maxima proporcidén de descriptores de fruta blanca
(manzana en fresco), seguido de las 24 horas. Los olores desagradables alcanzan el minimo a las 24
horas, aumentando a partir de entonces. El olor a fruta compotada aumenta con el tiempo de
hidrolisis. Esta tendencia de olores se corroborada con el analisis por GC-MS. Los aldehidos, olores
herbéceo, floral y citrico, caracteristicos de fruta menos madura, aumentan significativamente
conforme aumenta el tiempo de hidrdlisis. En cuanto a los alcoholes, con olores a madera, dulce y
floral caracteristicos de la fruta en un estado intermedio de maduracion, aumentan su concentracion
conforme aumenta el tiempo de hidrolisis Ilegando su méximo a las 24 horas, pasado este tiempo
empiezan a degradarse. Los terpenos de olor floral y citrico, caracteristicos de la fruta en un estado
intermedio de maduracion, aumentan su concentracion conforme aumenta el tiempo de hidrolisis,
excepto el linalool compuesto labil que empieza a degradarse a partir de las 10 horas. Los
sesquiterpenos, con olor a fruta madura, aumentan significativamente hasta las 24 horas y a partir
de entonces se empiezan a degradar y finalmente los norisoprenoides como la -damascenona con
olor floral, aumentan su concentracion conforme aumenta el tiempo de hidrélisis. En este grupo
también se encuentra el TDN cuyo olor a tabaco, queroseno sigue la misma tendencia de aumento.

El trabajo presentado en esta memoria explora por primera vez el potencial aromatico contenido
en la fraccién de precursores de la manzana. Los resultados obtenidos muestran que dicho potencial
existe y que puede ser revelado mediante hidrolisis en condiciones de anoxia. Desde el punto de
vista tecnoldgico, este estudio muestra que es posible realizar elaboraciones de bebidas alcohélicas
basadas en manzana de formas altenativas a la sidra tradicional, explorando la posibilidad de un

mayor tiempo de contacto con la fraccidn precursora para una mejor revelacion del aroma potencial.
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8. Anexos
8.1. Anexo |

®

Stearic acid (C18:0)

COASH + ATP
‘I AMP + P,

1

- == = =3 Acyl-CoA
FAD
2.
[

trans-2-enoy-CoA

B-Oxidation 3. H0
(8 cycles)

: L-3-hydroxyacyl-CoA
1 4 NAD'
: "I NADH
1
1 3-ketoacyl-CoA
1
1
1
1

CoASH
= 5: 9 mol Acetyl-CoA
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Oleic acid (C18:1)

CoASH + ATP
1.
g AMP + P,

cis-9-oleoy-CoA
B-oxidation
(3 cycles) 3 mol Acetyl-CoA

trans-2-enoyl-CoA

s.I

trans-2-dodecenoyl-CoA

B-oxidation
(5 cycles)

6 mol Acetyl-CoA

©

Linoleic acid (C18:2)
CoASH + ATP
1.
K AMP + P,
cis-9-oleoyl-CoA

B-oxidation

(3 cycles) 3 mol Acetyl-CoA

cis-3,cis-6-dodecenoyl-CoA

e.I

trans-2,cis-6-dodecenoyl-CoA

B-oxidation
(1 cycle) Acetyl-CoA

trans-2,cis-4-decenoyl-CoA
7 K NAPH + H'
NADP'
trans-3-decenoyl-CoA

|

trans-2-decenoyl-CoA
B-oxidation
(4 cycles)

5 mol Acetyl-CoA

Anexo |: Via de B-oxidacién de &cidos grasos C18. A = &cido graso saturado (esteéarico), B = &cido graso
insaturado con un doble enlace en configuracion cis (oleico), C = &cido graso insaturado con dos dobles enlaces en
configuracion cis (linoleico). 1. acil-CoA sintetasa, 2. acil-CoA oxidasa, 3. trans-2-enoil-CoA hidratasa, 4. |-3-
hidroxiacil-CoA deshidrogenasa, 5. 3-cetotiolasa, 6. A3, A2- enoil-CoA isomerasa, 7. 2,4-dienoil-CoA reductasa, 8.

enoil-CoA isomerasa. (Espino et al. 2016.)
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8.2. Anexo 11
Phospholipids
Galactolipids
Triacylglycerols
lAcyl hydrolases
Free fatty acids
|
v v
Linoleic acid (C18:2) Linolenic acid (C18:3)
0:] 13-Lox 13-LOX k 0
13-hydroperoxide 13-hydroperoxide
12-ox0-1-decanoic acid 1 l 12-oxo-1-decanoic acid
AOR 3-2El
He;gzoac €—— Hexanal €——— {rans-2-hexenal c:s-3 hexenal p— trans-3-hexenal
NADP(H)+H'
ADHK ( ). j ADH Fro t NADP(H)+H j Py
NAD(P) NAD(P)'

Hexanoate Butanooc acid Hexanol

esters T Acy-CoA ﬂ AAT

Butanoate Hexyl esters
esters

trans-2-hexenol

AATkAcyICoA

trans-2-hexenyl
esters

cis-3-hexenol trans-2-hexenol

AATL/ Acyl-CoA \l

cis-3-hexenyl trans-3-hexenyl
esters esters

Anexo Il: Via de la lipoxigenasa en la produccién de ésteres de acetato a partir del catabolismo de los acidos
linoleico y linolénico. LOX = lipoxigenasa, HPL = hidroperdxido liasa, ADH = alcohol deshidrogenasa, ALDH =
aldehido deshidrogenasa, AOR = alquenal oxidorreductasa, 3-2El = cis-3: trans-2-enal isomerasa, AAT = alcohol

aciltransferasa (Espino et al.2016).
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8.3. Anexo |11
Proteins
Proteases

Isoleucine

NAD(P)H

2-oxo-ketoglutarate
GDH BCAT
Glutamate

NAD(P Co-A CO,

J NAD' NADH
2-hydroxy-3-methyl _ HDH 2-methyl- 2-butenolc acld
-hydroxy-3-methy

Pentanoic acid 2'°"°'3‘meta'::)i':1'99manoa!e
BCKDH
NApT ARH poC FAD FAD,,m
co,

2-methyl-2-butenol

2-methylbutanoyl-CoA 2-metyl-2-bulenyl o
2-methylbutanal BCCoDH NAD(P)H p-oxidation
NAD(P)H
NAD(P)H NdD” g AAT | _~R-OH NAD(P) #
NAD(P)' NADIE)S ADP+Pi

2-methy-1-butanol ATP e e :rceti)gn l C;A

Acg¥Gon AAT 2-methylbutanoic 2-methylbutanoate opiony!

acid esters R-OH AAT
2-methylbutyl 2-methyl-2-butenyi
: esters

e Acetate and
propanoate

esters

Anexo I11: Metabolismo de aminoacidos. Biosintesis de compuestos aromaticos volétiles del catabolismo de
isoleucina. BCAT = transferasa de aminoacidos de cadena ramificada, GDH = glutamato deshidrogenasa, PDC =
piruvato descarboxilasa, BCKD = a-cetodcido deshidrogenasa de cadena ramificada, HDH = 4cido 2-hidroxi-3-metil-
pentanoico deshidrogenasa, BCCoDH = 2-metil ramificado -acil-CoA deshidrogenasa de cadena, PAT = fosfato
acetiltransferasa, AldDH = aldehido deshidrogenasa, ADH = alcohol deshidrogenasa, AAT = alcohol aciltransferasa.
(Espino et al. 2016.)
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Anexo V-i: Areas de los compuestos en las muestras de la fraccion fendlica aromética de la manzana reconstituida al 2 y 10% etanol y envejecida a 75°C durante 2, 5, 10, 24 y 48

horas.
S| Compuesto Sean miz 2h 2h 5h 5h 10h 10h 24h 24h 48h 48h
P 20%6Et 109%Et 206Et 109%Et 206Et 109%Et 206Et 109%Et 206Et 109%Et
2-Octanol  Hexanal 1186 82 16975 14075 15926 16424 11093 8365 12016 10107 52251 100226
2-Octanol  (E)-2-Hexenal 2009 55 240136 156717 390226 320722 66547 39829 34731 34285 77986 165469
SI 3-Octanona 2276 99 288689 286325 273419 272488 236628 318639 222184 217136 317257 853610
2-Octanol  2-Octenal 2824 108 253437 193873 231446 187759 177411 191362 102212 130551 215569 473497
2-Octanol  (E,E)-2,4-Hexadienal 3017 95 47723 43609 33207 40255 28428 33891 18304 22920 22122 36663
2-Octanol  (E)-2-Undecenal 3031 57 9967 12557 9437 11036 19109 43972 31097 23768 21551 61325
3,4-DMF  (E)-2-Hexen-1-ol 3309 67 5707 6040 6138 6645 5535 32358 29572 15483 20225 4534
S| 2-Octanol 3422 45 772051 763900 776582 700620 687374 860473 508432 613903 936105  2,433E+06
2-Octanol  Oxido de (E)-linalool 3730 93 14147 12254 13272 12203 16036 15855 13646 14885 28562 72471
2-Octanol  Decanal 3888 81 23952 17642 25906 19034 10930 10221 14798 5328 64171 151862
2-Octanol Eg"x'do dealcoholde 4956 159 4504 1647 5 2656 6278 4492 4396 9031 22914 28060
2-Octanol  Cis-vitispirano 4058 192 680 612 2203 1662 13239 16989 37351 44413 132750 321577
2-Octanol ~ Trans-Vitispirano 4074 177 0 0 0 0 9501 12095 24416 37045 248819 119579
2-Octanol  (E)-2-Nonenal 4111 84 6230 3462 2084 3155 1951 2035 3885 1578 11051 25749
2-Octanol  Linalool 4220 93 20829 16391 19910 16771 16799 22863 12661 13394 10485 30694
2-Octanol  Geranil isovalerato 4254 71 5108 5247 3801 3497 5204 10995 5569 7022 9997 14474
2-Octanol  Norisoprenoide sinid. 1~ 4381 193 0 0 0 0 0 0 891 3089 3149 23885
2-Octanol @r;gg'lgg del acido 4399 99 22517 18807 16156 14586 15329 20549 13187 16744 27898 52450
2-Octanol  B-Germacreno 4712 97 87433 97480 72821 82311 135608 238280 194891 130540 131385 364713
2-Octanol ~ 2:6.6-Trimetil-2- 5036 96 13288 11427 12877 13074 12615 18638 16188 17422 35703 66224

ciclohexen-1,4-diona
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N Compuesto s w2 2h 5h 5h 10h 10h 24h 24h 48h 48h
206Et  10%Et  2%Et  10%Et  2%Et  10%Et  206Et  10%Et  29%Et 109%Et
2-Octanol  y-Heptalactona 5074 85 42035 24240 32146 26367 32343 84779 23950 28618 51581 90991
2-Octanol  a-Terpineol 5110 136 11145 12152 13341 13750 17572 25884 24745 22906 42256 119617
2-Octanol  Verbenona 5136 107 56339 49367 52972 55150 49386 65805 57383 49493 71772 45869
2-Octanol  Valencene 521 133 7067 6196 5222 5161 9898 13512 8817 11105 14128 33844
2-Octanol  Norisoprenoide sinid. 2 5224 192 0 0 0 921 1678 8174 14805 3671 60077 8775
2-Octanol  (E)-o-Bergamoteno 5264 119 34684 27361 32368 32141 73545 106685 113617 87598 17873 364202
2-0ctanol  TDN 5327 157 3034 4155 4243 4595 10778 16666 21745 20639 51555 101248
2-Octanol  a-Farneseno 5392 123 821028 673573 746578 714001  1961E+06 3051E+06 2,079E+06 2,104E+06 1,842E406  4,105E+06
34-DMF  p-Damascenona 5781 121 187328 132818 585448 490111 793035 1031E+06 785141 758670  1,235E+06 9,35584E+05
2-Octanol  Acido hexanoico 5917 73 49247 42880 36564 51721 34505 33695 22230 27654 69103 154201
2-Octanol  Alcohol bencilico 6061 79 155832 128314 151768 138703 115396 155215 107157 130939 222653 557577
34-DMF  2-Feniletanol 6250 91 1789E+06 1787E+06 1867E+06 1845E+06 1,624E+06 2168E+06 1554E+06 1,628E+06 2,211E+06  6277E+06
3-(2,6,6-Trimetil-1-
2-Octanol ciclohexen-1-if)-2- 6397 163 7979 5561 12070 12840 50816 73543 161258 239011  1,070E+06  1,716E+06
propenal
3,4-DMF izc;ﬁ;)ﬁ’eh'dro'4'oxo'ﬁ' 6484 83 171338 175394 173229 149396 134933 192810 108087 111822 655039 221313
34-DMF  3-Metilfenol 6704 107 76024 57762 59501 58149 50740 82883 58039 92906 74127 208966
34-DMF  3-Alil-6-metoxifenol 7500 164 163723 153025 280162 213350 278377 301527 431126 328297 444372  1,128E+06
S| 3,4,-Dimetilfenol 7752 122 1,158E+06 981301  1096E+06 960814 871590 1118E+06 662782 832701  1,410E+06  3,296E+06
34-DMF  3-Hidroxi-p-damascona 9194 208 1,299E+06 1,073E+06 1,516E+06 1462E+06 1,966E+06 2,879E+06 1,799E+06 2,269E+06 4,465E+06  1,255E+07
2-Octanol  Vainillina 9235 151 1,337E+06 562048 1419E+06 1011E+06 967243  1,697E+06 2,139E+06 2,133E+06 3,100E+06  7,087E+06
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Trabajo Fin de Méster

Anexo V-ii: Areas de los compuestos en las muestras de: la fraccion fendlica aromética de la de manzana reconstituida al 2% en etanol sometida a hidrdlisis enzimatica; 2
fracciones fendlicas aromatica de la manzana reconstituida al 2% en etanol sin aplicar tratamiento; Control “a” y “b”; blancos sin FFA sometidos a un envejecimiento de 75°C
durante 2, 10 y 48 horas.

S| Compuesto Scan  m/z Hi(_jrélligis FFA FFA Ccl)lntll:ol Cc')'nt'l:ol Blanco 2h Blanco Blanco
enzimatica Golden1l  Golden 2 a b 10h 48h
2-Octanol  Hexanal 1186 82 15587 6066 19570 0 0 0 0 0
2-Octanol  (E)-2-Hexenal 2009 55 221713 84001 92479 0 0 0 0 0
Sl 3-Octanona 2276 99 198836 275814 295811 239432 300428 295467 262842 320527
2-Octanol  2-Octenal 2824 108 46999 27,551 161573 7990 10155 11015 8823 11059
2-Octanol  (E,E)-2,4-Hexadienal 3017 95 5584 4875 29510 0 0 0 0 0
2-Octanol  (E)-2-Undecenal 3031 57 2232 5828 7905 6486 9543 0 0 0
3,4-DMF (E)-2-Hexen-1-ol 3309 67 2140 18458 13528 6975 2572 0 0 0
Sl 2-Octanol 3422 45 543002 787601 836343 695812 857450 750904 857655 982353
2-Octanol  Oxido de (E)-linalool 3730 93 27155 8010 12028 6449 8421 0 0 0
2-Octanol  Decanal 3888 81 26689 43663 25031 7574 12662 15880 9197 12296
2-Octanol ﬁf?x'do - 0 3331 4281 15644 16404 0 0 0
2-Octanol  Cis-vitispirano 4058 192 6207 29777 389 0 0 0 0 0
2-Octanol  Trans-vitispirano 4074 177 6155 25079 2231 0 0 0 0 0
2-Octanol  (E)-2-Nonenal 4111 84 2650 4642 1894 0 0 1617 2536 2253
2-Octanol  Linalool 4220 93 6358 3952 14258 1,331E+06 1,588E+06 0 0 0
2-Octanol  Geranil isovalerato 4254 71 4941 6149 4874 0 0 4962 5176 3827
2-Octanol  Norisoprenoide sin id.1 4381 193 0 0 0 0 0 0 0 0
2-Octanol mg:lgg del cido 4399 99 6583 16631 15688 36402 42287 1298 1165 1058
2-Octanol  B-Germacreno 4712 97 45057 57572 64063 37459 63111 44329 40801 50350
2-0canol oo el 2 o 5036 95 43441 7233 16803 0 0 0 0 0
2-Octanol  y-Heptalactona 5074 85 70381 42106 30219 3744 7132 5793 5183 10337
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Sl compuens scan i HOOEE fomi cmimz  ow O mmwom P P
2-Octanol  a-Terpineol 5110 136 15587 6066 19570 0 0 0 0 0
2-Octanol  Verbenona 5136 107 12504 20206 56309 216208 267073 1818 3432 3021
2-Octanol  Valenceno 5201 133 0 2357 5764 0 0 0 0 0
2-Octanol  Norisoprenoide sin id.2 5224 192 0 898 0 723 854 0 0 0
2-Octanol  (E)-o-Bergamoteno 5264 119 0 31077 28727 0 0 0 0 0
2-Octanol  TDN 5327 157 2593 14186 3371 639 0 0 0 0
2-Octanol  a-Farneseno 5392 123 5994 248777 710936 2078 2581 0 0 0
3,4-DMF  B-Damascenona 5781 121 4587 314738 78893 1,214E+06 1,548E+06 0 0 0
2-Octanol  Acido hexanoico 5917 73 47577 18267 25610 16001 16508 23130 9670 10998
2-Octanol  Alcohol bencilico 6061 79 412523 52936 171417 7,668E+06  7,619+6 16156 18000 22913
3,4-DMF  2-Feniletanol 6250 91 3,247E+06 698701  1,918E+06 3,011E+07 2,955E+07 199858 565056 824223
3-(2,6,6-Trimetil-1-
2-Octanol  ciclohexen-1-il)-2- 6397 163 17783 155231 3673 0 0 0 0 0
propenal
3,4-DMF izc;ﬁ;?emdro""oxo'ﬁ' 6484 83 28876 49787 188336 181266 252497 11628 144270 203892
3,4-DMF 3-Metilfenol 6704 107 5199 17558 62521 123007 157814 0 0 0
3,4-DMF 3-Alil-6-metoxifenol 7500 164 1,494E+06 216781 160091 1,075E+06 1,486E+06 10951 0 1761
Si 3,4,-Dimetilfenol 7752 122 744773 821409 1,140E+06 699941 1,005E+06 776253 816525 1,057E+06
3,4-DMF  3-Hidroxi-p-damascona 9194 208 90647 941741 822615 0 0 0 0 0
2-Octanol  Vainillina 9235 151 739926 1,396E+06 2,358E+06 1,203E+07 1,83E+07 0 0 0




Investigacion sobre la Potencialidad Aromética de las Manzanas

8.6.

Anexo VI

Trabajo Fin de Méster

Anexo VI-i: Areas de los compuestos corregidas con el estandar interno en las muestras de la fraccion fendlica aromética de la manzana reconstituida al 2 y 10% etanol y

envejecida a 75°C durante 2, 5, 10, 24 y 48 horas.

sl Compuesto Sean mia 2h 2h 5h 5h 10h 10h 24h 24h 48h 48h
29%Et 10%Et 296Et 10%Et 296Et 109%Et 206EL 109%Et 206EL 10%Et
2-Octanol  Hexanal 1186 82 2,199E-02 1,843E-02 2,051E-02 2,344E-02 1614E-02 9,721E-03 2,008E-02 1,646E-02 5582E-02  4,119E-02
2-Octanol  (E)-2-Hexenal 2009 55 3,110E-01 2,052E-01 5025E-01 4578E-01 9,681E-02 4,629E-02 5804E-02 5585E-02 8,331E-02  6,801E-02
S 3-Octanona 2276 99 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
2-Octanol  2-Octenal 2824 108 3,283E-01 2538E-01 2,980E-01 2,680E-01 2,581E-01 2,224E-01 1,708E-01 2,127E-01 2,303E-01  1,946E-01
2-Octanol  (E,E)-2,4-Hexadienal 3017 95 6,181E-02 5709E-02 4276E-02 5746E-02 4,136E-02 3,939E-02 3,059E-02 3,733E-02 2,363E-02  1,507E-02
2-Octanol  (E)-2-Undecenal 3031 57 1,291E-02 1644E-02 1215E-02 1575E-02 2,780E-02 5,110E-02 5,196E-02 3,872E-02 2,302E-02  2,521E-02
3,4-DMF  (E)-2-Hexen-1-ol 3309 67 4,928E-03 6,155E-03 5,600E-03 6,916E-03 6,350E-03 2,894E-02 4,462E-02 1,859E-02 1,434E-02  1,376E-03
S 2-Octanol 3422 45 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
2-Octanol  Oxido de (E)-linalool 3730 93 1,832E-02 1604E-02 1,709E-02 1,742E-02 2,333E-02 1,843E-02 2,280E-02 2,425E-02 3,051E-02  2,979E-02
2-Octanol  Decanal 3888 81 3,102E-02 2,309E-02 3,336E-02 2,717E-02 1,590E-02 1,188E-02 2473E-02 8,679E-03 6,855E-02  6,242E-02
20kl E&éx'do dealcoholde 5956 199 5050E-03 2156E-03 6,844E-03 3,791E-03 0133E-03 5220E-03 7,346E-03 1471E-02 2,448E-02  1,153E-02
2-Octanol  Cis-vitispirano 4058 192 8,808E-04 8012E-04 2,837E-03 2,372E-03 1,926E-02 1,974E-02 6,241E-02 7,235E-02 1,418E-01  1,322E-01
2-Octanol  Trans-vitispirano 4074 177 0,000E+00 0,000E+00 0,000E+00 0,000E+00 1,382E-02 1,406E-02 4,080E-02 6,034E-02 2,658E-01  4,915E-02
2-Octanol  (E)-2-Nonenal 4111 84 8,069E-03 4,532E-03 2,684E-03 4503E-03 2,838E-03 2,365E-03 6,492E-03 2,570E-03 1,181E-02  1,058E-02
2-Octanol  Linalool 4220 93 2,698E-02 2,146E-02 2,564E-02 2,394E-02 2,444E-02 2,657E-02 2,116E-02 2,182E-02 1,120E-02  1,262E-02
2-Octanol  Geranil isovalerato 4254 71 6,616E-03 6,869E-03 4,895E-03 4,991E-03 7,571E-03 1,278E-02 9,306E-03 1,144E-02 1,068E-02  5,949E-03
2-Octanol  Norisoprenoide sinid.1 4381 193 0,000E+00 0,000E+00 0,000E+00 0,000E+00 0,000E+00 O0,000E+00 1,489E-03 5,032E-03 3,364E-03  9,817E-03
2-Octanol hAer;ggg'lgg del acido 4399 99 2,917E-02 2,462E-02 2,080E-02 2,082E-02 2,230E-02 2,388E-02 2,204E-02 2,727E-02 2,980E-02  2,156E-02
2-Octanol  B-Germacreno 4712 97 1132E-01 1,276E-01 9,377E-02 1,175E-01 1,973E-01 2,769E-01 3,257E-01 2,126E-01 1,404E-01  1,499E-01
2-Octanol  2,6,6-Trimetil-2- 5036 96 1,721E-02 1496E-02 1,658E-02 1,866E-02 1,835E-02 2,166E-02 2,705E-02 2,838E-02 3,814E-02  2,722E-02

ciclohexen-1,4-diona
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S| Compuesto Scan iz 2h 2h 5h 5h 10h 10h 24h 24h 48h 48h
29%Et 10%Et 20%Et 10%Et 29%Et 10%Et 29%Et 10%Et 29%Et 10%Et
2-Octanol  y-Heptalactona 5074 85 5445E-02 3,173E-02 4,139E-02 3,763E-02 4,705E-02 9,853E-02 4,002E-02 4,662E-02 5510E-02  3,740E-02
2-Octanol  a-Terpineol 5110 136 1444E-02 1591E-02 1,718E-02 10963E-02 2556E-02 3,008E-02 4,135E-02 3,731E-02 4514E-02  4,916E-02
2-Octanol ~ Verbenona 5136 107 7,648E-02 9,580E-02 8,062E-02 7,667E-02 1,885E-02 7,648E-02 9589E-02 8,062E-02 7,667E-02  1,885E-02
2-Octanol ~ Valenceno 5201 133 1570E-02 1473E-02 1,809E-02 1509E-02 1,391E-02 1570E-02 1,473E-02 1,809E-02 1509E-02  1,391E-02
2-Octanol  Norisoprenoide sinid.2 5224 192 9,499E-03 2474E-02 5980E-03 6,418E-02 3,607E-03 9499E-03 2,474E-02 5980E-03 6,418E-02  3,607E-03
2-Octanol  (E)-a-Bergamoteno 5264 119 1240E-01 1899E-01 1427E-01 10909E-02 1497E-01 1240E-01 1,899E-01 1427E-01 1909E-02  1,497E-01
2-Octanol  TDN 5327 157 10937E-02 3,634E-02 3,362E-02 5507E-02 4,161E-02 1937E-02 3,634E-02 3,362E-02 5507E-02  4,161E-02
2-Octanol  a-Farneseno 5392 123 3,546E+00 3,474E+00 3,427E+00 1,968E+00 1,687E+00 3,546E+00 3,474E+00 3,427E+00 1,968E+00 1,687E+00
3,4-DMF  B-Damascenona 5781 121 9222E-01 1,185E+00 O,111E-01 8,759E-01 2,839E-01 9,222E-01 1,185E+00 O,111E-01 8,759E-01  2,839E-01
2-Octanol  Acido hexanoico 5017 73 3916E-02 3,715E-02 4,505E-02 7,382E-02 6,338E-02 3,916E-02 3,715E-02 4,505E-02 7,382E-02  6,338E-02
2-Octanol  Alcohol bencilico 6061 79 1,804E-01 1,791E-01 2133E-01 2379E-01 2292E-01 1,804E-01 1,791E-01 2,133E-01 2,379E-01  2,292E-01
3,4-DMF  2-Feniletanol 6250 91 1,930E+00 2,345E+00 1,955E+00 1,568E+00 1,904E+00 1,930E+00 2,345E+00 1,955E+00 1,568E+00  1,904E+00
3-(2,6,6-Trimetil-1-
2-Octanol ~ ciclohexen-1-il)-2- 6397 163 8547E-02 2,695E-01 3,893E-01 1,143E+00 7,053E-01 8547E-02 2,695E-01 3,893E-01 1,143E+00  7,053E-01
propenal
3,4-DMF izc;ﬁ;)[l)eh'dro""oxo'ﬁ' 6484 83 1,725E-01 1,631E-01 1,343E-01 4,646E-01 6,715E-02 1725E-01 1631E-01 1,343E-01 4,646E-01  6,715E-02
3,4-DMF  3-Metilfenol 6704 107 7,414E-02 8,757E-02 1116E-01 5257E-02 6,340E-02 7,414E-02 8,757E-02 1,116E-01 5257E-02  6,340E-02
3,4-DMF  3-Alil-6-metoxifenol 7500 164 2,697E-01 6505E-01 3,943E-01 3,152E-01 3422E-01 2,697E-01 6505E-01 3943E-01 3,152E-01  3,422E-01
sI 3,4,-Dimetilfenol 7752 122 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
3,4-DMF  3-Hidroxi-p-damascona 9194 208 2,575E+00 2,714E+00 2,725E+00 3,167E+00 3,808E+00 2,575E+00 2,714E+00 2,725E+00 3,167E+00  3,808E+00
2-Octanol ~ Vainillina 9235 151 1,972E+00 3,574E+00 3,474E+00 3,312E+00 3,283E+00 1,972E+00 3,574E+00 3,474E+00 3,312E+00  3,283E+00
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Anexo VI-ii: Areas de los compuestos corregidas en las muestras de: la fraccion fendlica aromatica de la de manzana reconstituida al 2% en etanol sometida a hidrélisis
enzimatica; 2 fracciones fendlicas aromatica de la manzana reconstituida al 2% en etanol sin aplicar tratamiento; Control “a” y “b”; blancos sin FFA sometidos a un envejecimiento

de 75°C durante 2, 10 y 48 horas.

S| Compuesto Scan  m/z Hic_jrélli§is FFA FFA C(I)'ntrol C(').ntrol Blanco 2h Blanco Blanco
enzimatica Golden1l  Golden 2 a b 10h 48h

2-Octanol  Hexanal 1186 82 2,871E-02 7,702E-03 2,340E-02 0,000E+00 0,000E+00 0,000E+00 0,000E+00 0,000E+00
2-Octanol  (E)-2-Hexenal 2009 55 4,083E-01 1,067E-01 1,106E-01 0,000E+00 0,000E+00 0,000E+00 0,000E+00 0,000E+00
Sl 3-Octanona 2276 99 1 1 1 1 1 1 1 1
2-Octanol  2-Octenal 2824 108 8,655E-02 3,498E-05 1,932E-01 1,148E-02 1,184E-02 1,467E-02 1,029E-02 1,126E-02
2-Octanol  (E,E)-2,4-Hexadienal 3017 95 1,028E-02 6,190E-03 3,528E-02 0,000E+00 0,000E+00 0,000E+00 0,000E+00 0,000E+00
2-Octanol  (E)-2-Undecenal 3031 57 4,110e-03 7,400E-03 9,452E-03 9,321E-03  1,113E-02 0,000E+00 0,000E+00 0,000E+00
3,4-DMF (E)-2-Hexen-1-ol 3309 67 2,873E-03 2,247E-02 1,187E-02 9,965E-03  2,559E-03 0,000E+00 0,000E+00 0,000E+00
Sl 2-Octanol 3422 45 1 1 1 1 1 1 1 1
2-Octanol  Oxido de (E)-linalool 3730 93 5,001E-02 1,017E-02 1,438E-02 9,268E-03  9,821E-03 0,000E+00 0,000E+00 0,000E+00
2-Octanol  Decanal 3888 81 4,915E-02 5,544E-02 2,993E-02 1,089E-02 1,477E-02 2,115E-02 1,072E-02 1,252E-02
2-Octanol ﬁf;ox'do dealcoholde 3965 159 0,000E+00 4,229E-03 5,110E-03 2,248E-02 1,913E-02 0,000E+00 0,000E+00 0,000E+00
2-Octanol  Cis-vitispirano 4058 192 1,143E-02 3,781E-02 4,651E-04 0,000E+00 0,000E+00 0,000E+00 0,000E+00 0,000E+00
2-Octanol  Trans-vitispirano 4074 177 1,134E-02 3,184E-02 2,668E-03 0,000E+00 0,000E+00 0,000E+00 0,000E+00 0,000E+00
2-Octanol  (E)-2-Nonenal 4111 84  4,880E-03 5,894E-03 2,265E-03 0,000E+00 0,000E+00 2,153E-03 2,957E-03 2,293E-03
2-Octanol  Linalool 4220 93 1,171E-02 5,018€E-03 1,705E-02 1,913E+00 1,852E+00 0,000E+00 0,000E+00 0,000E+00
2-Octanol  Geranil isovalerato 4254 71  9,099e-03 7,807E-03 5,828E-03 0,000E+00 0,000E+00 6,608E-03 6,035E-03 3,896E-03

2-Octanol  Norisoprenoide sin id.1 4381 193 0,000E+00 0,000E+00 0,000E+00 0,000E+00 0,000E+00 0,000E+00 0,000E+00 0,000E+00
Anhidrido del acido

2-Octanol  Hdrido 4399 99 1212E-02 2112E-02 1876E-02 5232E-02 4932E-02 1729E-03 1358E-03 1,077E-03
2-Octanol  -Germacreno 4712 97 8298E-02 7.310E-02 7,660E-02 5383E-02 7.360E-02 5903E-02 4757E-02 5.125E-02
2-Octanol ~ 2:8:6-Trimetil-2- 5036 96 8000E-02 O,184E-03 2009E-02 0,000E+00 0,000E+00 0,000E+00 0,000E+00 0,000E+00

ciclohexen-1,4-diona
2-Octanol  y-Heptalactona 5074 85 1,296E-01 5,346E-02 3,613E-02 5,381E-03 8,318E-03 7,715E-03 6,043E-03 1,052E-02
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Sl compues scan iz JOORE  ohimi ooz Cow O mmmoa e O
2-Octanol  a-Terpineol 5110 136 1,190E-02 1,278E-02 1,260E-02 1,730E+00 1,759E+00 0,000E+00 8,500E-04 7,920E-04
2-Octanol  Verbenona 5136 107 2,303E-02 2,566E-02 6,733E-02 3,107E-01  3,115E-01 2,421E-03 4,002E-03 3,075E-03
2-Octanol  Valenceno 5201 133 0,000E+00 2,993E-03 6,892E-03 0,000E+00 0,000E+00 0,000E+00 0,000E+00 0,000E+00
2-Octanol  Norisoprenoide sin id.2 5224 192 0,000E+00 1,140E-03 0,000E+00 1,039E-03 9,960E-04 0,000E+00 0,000E+00 0,000E+00
2-Octanol  (E)-a-Bergamoteno 5264 119 O0,000E+00 3,946E-02 3,435E-02 0,000E+00 0,000E+00 0,000E+00 0,000E+00 0,000E+00
2-Octanol  TDN 5327 157 4,775E-03 1,801E-02 4,031E-03 9,184E-04 0,000E+00 0,000E+00 0,000E+00 0,000E+00
2-Octanol  a-Farneseno 5392 123 1,104E-02 3,159E-01 8,501E-01 2,986E-03 3,010E-03 0,000E+00 0,000E+00 0,000E+00
3,4-DMF  p-Damascenona 5781 121 6,159E-03 3,832E-01 6,920E-02 1,734E+00 1,540E+00 0,000E+00 0,000E+00 0,000E+00
2-Octanol  Acido hexanoico 5917 73 8,762E-02 2,319E-02 3,062E-02 2,300E-02 1,925E-02 3,080E-02 1,127E-02 1,120E-02
2-Octanol  Alcohol bencilico 6061 79 7,597E-01 6,721E-02 2,050E-01 1,102E+01 #jVALOR! 2,152E-02 2,099E-02 2,332E-02
3,4-DMF  2-Feniletanol 6250 91 4,360E+00 8,506E-01 1,682E+00 4,302E+01 2,940E+01 2,575E-01 6,920E-01 7,798E-01
3-(2,6,6-Trimetil-1-
2-Octanol  ciclohexen-1-il)-2- 6397 163 3,275E-02 1,971E-01 4,392E-03 0,000E+00 0,000E+00 0,000E+00 0,000E+00 0,000E+00
propenal

3,4-DMF i26ﬁ;lljehldro-4-oxo-[5 ) 6484 83 3,877E-02 6,061E-02 1,652E-01 2,590E-01 2512E-01 1,498E-02 1,767E-01 1,929E-01
3,4-DMF  3-Metilfenol 6704 107 6,981E-03 2,138E-02 5,484E-02 1,757E-01 1,570E-01 0,000E+00 0,000E+00 0,000E+00
3,4-DMF  3-Alil-6-metoxifenol 7500 164 2,006E+00 2,639E-01 1,404E-01 1536E+00 1,479E+00 1,411E-02 0,000E+00 1,666E-03
Sl 3,4,-Dimetilfenol 7752 122 1 1 1 1 1 1 1 1

3,4-DMF  3-Hidroxi-p-damascona 9194 208 1,217E-01 1,146E+00 7,216E-01 0,000E+00 0,000E+00 0,000E+00 0,000E+00 0,000E+00
2-Octanol  Vainillina 9235 151 1,363E+00 1,772E+00 2,819E+00 1,729E+01 2,130E+01 0,000E+00 0,000E+00 0,000E+00
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8.7. Anexo VII

Anexo VII: Los graficos de la izquierda representan la evolucién de los compuestos a lo largo del proceso de envejecimiento a 75°C durante 2, 5, 10, 24 y 48 horas. Los gréaficos
de la derecha muestran los grupos de diferencias significativas existentes entre los distintos tiempos de envejecimiento.
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Anexo VII: Los gréaficos de la izquierda representan la evolucion de los compuestos a lo largo del proceso de envejecimiento a 75°C durante 2, 5, 10, 24 y 48 horas. Los graficos
de la derecha muestran los grupos de diferencias significativas existentes entre los distintos tiempos de envejecimiento.
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Anexo VII: Los graficos de la izquierda representan la evolucién de los compuestos a lo largo del proceso de envejecimiento a 75°C durante 2, 5, 10, 24 y 48 horas. Los graficos
de la derecha muestran los grupos de diferencias significativas existentes entre los distintos tiempos de envejecimiento.
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8.8. Anexo VIII

Anexo VIII-i: Espectro de masas del norisoprenoide sin identificar 1.

Spectrum 1A [
BP 57 (10715=100%) fa golden 46h 10e.sms 47 244 min. Scan: 4381 Channel: Merged lon: 1107 ws RIC: 269010 (BC)
a7
10715
100% 4 B
10304
39
7% 7894 —
S0% i
193
4486
55
294?‘1' = 208
2813
25% B
0% [ ‘ ||’|IH Hl' I‘ I ||||‘ ||| ‘|I| L |‘|[‘||‘|‘|H.‘|I| |- ‘|| ' .‘]" || |‘| L .I.|||.‘I || ‘. ol ‘. w1l
5h "}ﬂ 1éﬂ Acquired Range  mfz

16



Investigacion sobre la Potencialidad Aromética de las Manzanas

Trabajo Fin de Méster

Anexo VIII-ii: Espectro de masas del norisoprenoide sin identificar 2.

Spectrum T4
BPF 192 [10308=100%) rifa golden 48h 10e.sms 55.453 min. Scan: 5224 Channel: Merged lon: 923 us RIC: 326426 (BC)
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