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Resumen

Las manzanas presentan compuestos volatiles que son responsables de su aroma caracteristico y
ademas tienen gran influencia en la calidad de la manzana. En este trabajo se obtienen extractos
representativos por un sistema de P&T-SPE y después se estudia la composicion aromdtica de cuatro
variedades de manzanas: Golden Delicious, Granny Smith, Reineta y Fuji, identificando los

compuestos mas relevantes.

Se realiza un estudio olfatométrico (GC-O) tanto en el cromatdgrafo de columna polar como el de
apolar, mediante la técnica de frecuencia de deteccidn, en la que un panel de 6 personas analizan el
extracto representativo. Para facilitar la identificacién, se hace un analisis en un cromatdgrafo de

gases acoplado a un detector de espectrometria de masas (GC-MS).

Tras los andlisis se observa que hay compuestos comunes a todas las variedades que también
presentan una gran importancia sensorial, como puede ser el hexanal y 2-metilbutirato de etilo.
Ademas, también destacan, pero no son comunes en todas las muestras, el hexanoato de etilo, con

descriptores como frutal, dulce, anisado y el TCA, como corcho, humedad, cloro.

Abstract

Apples have volatile compounds that are responsible for their characteristic aroma and also have a
great influence on the quality of the apple. In this work, representative extracts are obtained by a
P&T-SPE system and then the aromatic composition of four apples varieties is studied: Golden

Delicious, Granny Smith, Reineta and Fuji, identifying the most relevant compounds.

An olfactometric study (GC-0) is carried out both in the polar and apolar column chromatographs,
using the detection frequency technique, in which a panel of 6 people analyze the representative
extract. To facilitate identification, an analysis is made on a gas chromatograph coupled to a mass

spectrometry detector (GC-MS).

After the analysis, it is observed that there are compounds common to all varieties that also have
great sensory importance, such as hexanal and ethyl 2-methylbutyrate. In addition, ethyl hexanoate
also stands out, but is not common in all samples, with descriptors such as fruit, sweet, aniseed and

TCA, such as cork, moisture, chlorine.
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1. Introduccion

Las frutas producen una serie de compuestos volatiles que componen sus aromas y contribuyen a su
sabor. Muchos factores afectan la composicidn volatil, incluida la composicién genética, el grado de

madurez, las condiciones ambientales, asi como el manejo y el almacenamiento postcosecha™.

El aroma es una de las caracteristicas de la fruta mas importante y es probable que los compuestos
volatiles desempefien un papel clave en la determinacion de la percepcién y aceptabilidad de los

productos por parte de los consumidores'”.

Aunque las diferentes frutas comparten muchas caracteristicas aromadticas, cada fruta tiene un
aroma distintivo que depende de la combinaciéon de volatiles, la concentraciéon y el umbral de

percepcion de los volatiles individuales'™.

Como un rasgo importante de la calidad de la fruta, el aroma ha ganado una atencién creciente en
los ultimos afios. Con el rdpido desarrollo de la ciencia y la tecnologia, especialmente la aplicacion de
GC-MS y otros instrumentos analiticos, se ha avanzado en la investigacién de aromas en varios

campos'”.

11 El aroma de la manzana

La manzana es un fruto consumido desde la antigliedad, que gracias a la enorme adaptabilidad de
sus variedades a los diversos ecosistemas, se ha extendido a diversas regiones, de forma que esta

entre los frutos mas comercializados®.

Las manzanas producen compuestos volatiles quimicos que son responsables del aroma
caracteristico del fruto y ademds tienen influencia en la calidad de la manzana. La tecnologia actual
ha permitido conocer unos 400 compuestos volatiles y su biosintesis involucra enzimas como
lipoxigenasa, alcohol deshidrogenasa, alcohol aciltransferasa y substratos tales como carbohidratos,

proteinas y lipidos 2.
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Figura 1: Transformaciones bioquimicas a esteres( )

Entre los compuestos volatiles se encuentran ésteres, alcoholes, aldehidos, acidos, acetales, éteres,
hidrocarburos y cetonas®. Los aldehidos son los compuestos volatiles predominantes en manzanas
inmaduras mientras que en frutas maduras se encuentran en mayor concentracién alcoholes vy

ésteres. Estos Gltimos con los compuestos que predominan en la mayoria de manzanas®.

El sabor (gusto + aroma) a manzana depende de la percepcién y de una combinacidon de compuestos
volatiles y no volatiles. De estos componentes, los volatiles son los responsables de las
caracteristicas Unicas del aroma que distinguen a la manzana y ejercen una gran influencia en la
aceptacion del consumidor. Por ello es importante el conocimiento de los aspectos relacionados con
los compuestos volatiles presentes en la manzana, asi como de los factores que pueden afectar la

sintesis y concentracion de éstos?

1.2 Cromatografia de gases-olfatometria (GC-0)

En la década de los cincuenta, se inventd la cromatografia de gases y no fue hasta 1964 cuando se
desarrolld la técnica de olfatometria, que consistia en un “cromatdgrafo de gases modificado” que
incorpora la nariz humana como detector cromatografico. Esto permitia asignar descriptores
olfativos a los picos del cromatograma, ademds de detectar olores con la nariz humana que el
detector instrumental no podia registrar, ya que para ciertos compuestos, la nariz tiene un limite

sensorial mucho mas bajo que el detector usado en el cromatégrafo de gases'” ©.
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Es una técnica analitica muy importante en el andlisis de los alimentos, que nos permite separar
todos los voldtiles presentes en una mezcla. Cada uno eluye individualmente por el puerto
olfatométrico y es percibido por un catador que sera capaz de describir y cuantificar la intensidad

aromatica de los compuestos. Asi se asignara a cada pico cromatografico un descriptor olfativo®.

Se introduce un extracto aromatico representativo de la muestra a través del inyector, de manera
que los componentes de la muestra se van a separar en la columna. A la salida de la columna, se
divide por un lado al detector quimico y por otro al puerto de “sniffing” que es donde se situa la nariz
del analista. De esta manera, nos permite relacionar la informaciéon quimica que aportan los
detectores quimicos con la informacién sensorial que aporta la nariz humana, y asi detectar los
compuestos volatiles aromaticamente activos. Ademas, como se puede ver en la figura, el efluente

caliente se mezcla con el aire humidificado para evitar la deshidratacién de las fosas nasales.

Detector Aire hiimedo

Inyector 19 analitico
[
= (=)

Puerto de “sniffing”

Figura 2: Esquema del acoplamiento entre la cromatografia de gases y la olfatometria ®)

Las diferentes técnicas olfatométricas se agrupan en técnicas de dilucién, técnicas de frecuencia de
deteccion, técnicas de tiempo-intensidad y las técnicas de intensidad posterior”’.

En cuanto a la técnica de frecuencia de deteccién, un panel de analistas analiza un mismo extracto
aromatico mediante GCO. Para cada individuo se registran los tiempos de retencion en los que se

detectan olores, la descripcidn y la intensidad (1=muy débil, 2=olor claro, 3=olor intenso) siendo
vélidos nimeros enteros y semienteros ‘7).
Tras los analisis, se determina el nUmero de analistas que perciben cada olor, de manera que los

olores detectados con mayor frecuencia son los que tienen mayor importancia®®.
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1.3  Aplicaciones de GC-0O

La GC-O es una herramienta analitica muy importante en el andlisis del aroma de los alimentos ya
qgue nos permite caracterizar el olor de un solo compuesto, o bien el olor de todos en una mezcla
compleja. Es muy util para detectar o estudiar el olor de aquellos compuestos que no pueden ser

detectados con un detector analitico, o es muy dificil su deteccién @

Generalmente, se emplea para detectar cantidades traza de compuestos clave responsables del
aroma de determinados alimentos, o bien para la determinaciéon de compuestos que no son propios

de un alimento pero que estan debido, entre otras causas, a su procesado ‘©.

En resumen, GC-O es una técnica con una gran diversidad de aplicaciones, no solo en el estudio de
frutas, sino en cualquier producto que tenga interés aromatico: vinagre de vino™, pistachos'”, aceite

de oliva””, alimentos vegetales(g) o, especias(ﬁ’ por citar algunos ejemplos.

1.4 Tratamiento de muestras. Extraccion de compuestos volatiles

El estudio del aroma de un alimento resulta relativamente dificil, ya que la fraccién volatil se
caracteriza por presentar una gran complejidad, variedad de estructuras quimicas y por encontrarse
en muy pequefia concentracion'®. Por ello, es necesario la extraccién y concentracion de los volatiles

antes de ser analizados en la cromatografia de gases.

Para la determinacién de compuestos aromaticos en alimentos se han utilizado diferentes técnicas
analiticas: destilacidn, extraccién con solventes, extraccion con fluidos supercriticos, técnicas de

espacio de cabeza (estatico y dindmico), microextraccion (SPME y SBSE) de las cuales destacan®®:

1.4.1 Espacio de cabeza dinamico

Consiste en el arrastre de volatiles de la muestra, con un gas inerte a un flujo controlado y pasarlos a
través de una trampa donde quedan retenidos para posteriormente ser desorbidos e inyectados en

el cromatégrafo para su separacion.

Se distingue por un lado el espacio de cabeza dinamico, que consiste en barrer la superficie de la
muestra cometida a agitacion con el gas inerte, y por otro la conocida técnica de purga y trampa, que

. 7 1
consiste en borbotear al gas a través de la muestra *°.

1.4.2 Extraccion en fase sdlida (SPE)

Es muy adecuada para aislar volatiles de muestras muy diluidas. Se basa en la adsorcién selectiva de

los analitos con un soporte sélido, para después ser eluidos con un disolvente organico apropiado.
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Este proceso se realiza normalmente en un cartucho mediante cromatografia de desarrollo frontal

(11)

1.4.3 Microextraccion en fase sélida (SPME)

Debido a sus buenas propiedades analiticas: preparacidn rapida de muestras, alta sensibilidad, alto
factor de enriquecimiento y automatizacion; es una herramienta atractiva en la caracterizacién de los

componentes del aroma en los alimentos.

En el proceso de SPME se pueden distinguir dos etapas: una primera en la que la fibra recubierta del
sorbente se pone en contacto con la muestra durante un tiempo y una temperatura determinadas,
de manera que se produce la migraciéon de los analitos desde la solucién a la fibra hasta que se
alcanza el equilibrio. Después, se realiza la desorciéon térmica de los analitos retenidos por la

fibra'®1012

2. Objetivos

Los objetivos de este trabajo son:

e Obtencién de extractos representativos de las manzanas mediante el sistema de P&T-SPE.

e Identificacion de compuestos quimicos responsables de los aromas de las manzanas
mediante GC-O y GC-MS.

e Comparacion de los aromas percibidos en las cuatro manzanas.

3. Materiales y métodos

Los materiales empleados:

e Resina adsorbente LiChrolut®EN (Merckmilipore, Darmstad, Alemania).
e Sistema de vacio (vacuum manifold) (Agilent Technologies, CA, EEUU)
e Frascos de vidrio de borosilicato PYrex de 500 mL (FisherScientific, Reino Unido)
e Cartucho de 3 mL de polipropileno (Varian, CA, EEUU)

e Micropipetas

e Frits de polietileno (Supelco, PA, EEUU)

e Reservorio de 75 mL (Varian, CA, EEUU)

e KuDerna (Supelco, PA, EEUU)

e Viales inserto (ALWSCI Technologies, China).

e Viales (ThermoScientific, MA, EEUU).

e Jeringa de 10 pL (Hamilton Company, NV, EEUU).
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Los reactivos empleados:

e Metanol (FisherScientific, Reino Unido).

e Diclorometano (FisherScientific, Reino Unido).

e Butirato de hexilo (estandar interno) (SigmaAldrich, MO, EEUU).

e Patrones de diferentes compuestos aromaticos

e Patrdn comercial de mezcla de alcanos de 1000 pg/mL C7-C30 (Supelco, PA, EEUU).

3.1 Muestras

Las muestras empleadas fueron cuatro manzanas de variedades diferentes, que nos las facilitaron el
Centro de Investigacion y Tecnologia Agroalimentaria de Aragdén (CITA) vy cada una de ellas

corresponde a un grupo distinto.

GOLDEN DELICIOUS GRANNY SMITH REINETA

= e “ m

3.2 Obtencion de extractos representativos de las manzanas

Es necesario la captura de compuestos volatiles del espacio de cabeza y por ello se utiliza un sistema
de P&T-SPE. Como se puede ver en la siguiente figura, la manzana esta en el frasco Pyrex en el que
por un lado entra la corriente de N, de alta pureza y por el otro se pone el cartucho acondicionado

de resina adsorbente LiChrolut®EN con el gel de refrigeracion.

Figura 3: Dispositivo para la extraccion (P&T)
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Preparacion y acondicionamiento de la resina LiChrolut® EN

Se utiliza un cartucho de polipropileno en el que se introduce un frit de polipropileno y 400 mg de

resina y para la compactacion se introduce el otro frit por encima de la resina.

Después se produce el acondicionamiento, haciendo pasar por gravedad 20 ml de CH,Cl, desde un

reservorio y a continuacion se lleva a cabo el secado del cartucho a vacio.

Preparacion muestra

Se pelan y cortan rapidamente las manzanas (aproximadamente 190 g) en trozos cubicos de

aproximadamente 1 cm’.

Extraccion compuestos volatiles

Se afiaden 190 g de manzana, preparada como se indica anteriormente, en un frasco Pyrex de 500
ml. En el frasco se realiza la captura de los volatiles del espacio de cabeza mediante el arrastre con

una corriente de nitrégeno hasta un cartucho y después la extraccion en fase sélida (P&T-SPE).

Se pasa una corriente de 187 ml/min de N, durante 6 h. Cuando el flujo esta controlado, se ponen

geles de refrigeracion.

Después de las 6 h, se desconecta el cartucho y se seca con una corriente de N, suave.

Elucion de los volatiles y obtencién del extracto

Cuando esta seco, se realiza la elucion del cartucho de fase sélida con 3,2 ml de una disolucién (95%

CH,Cl,, 5% Metanol).

Después, se adiciona 40 pl de estdndar interno y sulfato de sodio.

Concentracion del extracto

Empleando un matraz de tipo Kuderna se realiza la concentracidn con una débil corriente de N, hasta
200 pl, se transfiere a un vial con inserto y se almacena en frio ya preparado para el estudio

olfatométrico.

3.3 Estudio olfatométrico

Para poder realizar un estudio olfatométrico es imprescindible la seleccion y el entrenamiento de un
panel de jueces, asi como el desarrollo de la terminologia adecuada. El entrenamiento se efectué
. . . . ~ . 1 se . . . . .z
siguiendo el procedimiento sefialado en el laboratorio™. El andlisis se realiza mediante la inyeccion

de 1 pl de extracto tanto en el cromatégrafo de columna polar como el de apolar.
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La optimizacidn de las condiciones del estudio olfatométrico fue realizada por Manuel Aragdn

Capone en su Trabajo Fin de Grado™.

3.3.1 GC-0 en columna polar DBWAX

Es un cromatdgrafo de gases Trace GC 2000 (Thermoquest, Italia) con una columna DBWAX con los
siguientes pardmetros: 30 m de longitud, 0,32 mm de didmetro interno y de 0,5 um de espesor de

fase. El hidrégeno es el gas portador y el programa de temperaturas utilizado es:

Temperatura (2C) Rampa de temperatura Tiempo (minutos)
(2C/min)
40 - 5
100 4 -
220 6 10

Libreta de notas

Cada una de las olfatometrias s se lleva a cabo por 6 sniffers los cuales tienen que indicar el tiempo al
qgue detectan el aroma, su intensidad y el descriptor. El cromatograma dura 50 minutos, por lo que
para evitar la saturacién sensorial, se divide en dos partes, el primer juez huele del minuto 3 al 23 y el
siguiente del 23 al 43. El cromatdgrafo estd equipado también con un detector quimico de ionizacién

en llama (FID).

Puerto olfatométrico

Humidificador

Cronémetro

Termostato

Figura 4: Panelista realizando la olfatometria
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3.3.2 GC-0 en columna apolar DB5

Es un cromatodgrafo de gases serie 8000 (Fisons, Reino Unido) con una columna DB5 con los
siguientes parametros: 30 m de longitud, 0,32 mm de didmetro interno y de 1 um de espesor de fase.

El hidrégeno es el gas portador y el programa de temperaturas utilizado es:

Temperatura (2C) Rampa de temperatura Tiempo (minutos)
(2C/min)
50 - 3
100 10 -
250 8 10

El tiempo total es de 37 minutos, y en este caso la olfatometria se lleva a cabo desde el minuto 3 al

25, solo un sniffer. El cromatdgrafo estd equipado también con un detector quimico FID.

3.4 Cromatografia de gases-Espectrometria de Masas (GC-MS)

Para facilitar la identificacién se realiza un analisis en un cromatégrafo de gases acoplado a un
detector de espectrometria de masas. El modelo del cromatégrafo es GC-450 de Varian (Walnut

Creek, CA, USA), acoplado a un detector de masas ion-trap Varian Saturn 2200.

Una columna DB-WAX Ul de Agilent de 60 m x 0,25 mm x 0,25 um, precedida por una precolumna

desactivada de 3 m x 0,32 mm de Agilent Technologies (Santa Clara, CA, USA).

En este caso el gas portador es el Helio con un caudal de 1.5 ml/min y el programa de temperatura

del horno es el siguiente:

Temperatura (2C)

Rampa de temperatura

Tiempo (minutos)

(2C/min)
35 - 3
220 2 -
240 20 30

Se inyectaron 2 pl de extracto y se utilizé un programa de temperaturas, inicialmente a 402 C durante
0,05 minutos, después se sube con una rampa de 2002C/min hasta 300 2C y, se mantiene 50 minutos.

Tras ese tiempo se desciende hasta 2002C con una rampa de -2002C/min y se mantiene 68 minutos.
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Al igual que en GC-0O, se inyecté una mezcla de alcanos en las mismas condiciones que los extractos,

para localizar las zonas.

Figura 5: GC-MS

4. Resultados

4.1 Identificacion de los compuestos odorantes
4.1.1 Tratamiento de datos
- Calculo del indice de retencion de Kovats

Una vez obtenidas todas las olfatométricas, y que cada juez haya realizado tanto la primera parte

como la segunda, agrupamos por similitud en el aroma y por indices de retencién (IR).

Para calcular los indices de retencidn, se inyecta una disolucidn de una mezcla de alcanos en las

mismas condiciones cromatograficas que las extractos.

Se aplica esta férmula:

log t, —log ¢,

IR = (100 % z) + 100 *
logt, —logt,

donde:
t, tiempo de retencidon del alcano anterior

t, tiempo de retencion del alcano posterior

10
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t, tiempo de retencién del compuesto

z humero de atomos de C del alcano anterior

En la siguiente figura se ve el cromatograma de la disolucion de la mezcla de alcanos utilizada:

9588

il

L ij —Jl'—"

0.569

4617 {min) 49998

Figura 6: Cromatograma de la disolucién de alcanos

- Cdlculo de la frecuencia modificada

Conocidos ya los indices de retencion, hay que calcular las frecuencias modificadas (%FM).

suma intensidad aroma numero personas que lo huelen
HEM = ( 18 *100)*( 6 i )

Calculadas ya las frecuencias modificadas, seleccionaremos aquellas zonas de olor donde %FM > 30

ya que tienen una importancia significativa en la manzana.

4.1.2 Identificacion de compuestos responsables del aroma en las diferentes manzanas

En las siguientes tablas se pueden observar las distintas moléculas que se han identificadas en cada
una de las muestras de manzanas, con sus valores de frecuencia modificada (FM (%)), sus indices de

retencién en DBWAX y DB5 y los descriptores proporcionados por los panelistas.

Ademads, mediante la inyeccion en el GC-MS, podemos confirmar compuestos que pueden formar

parte del aroma de las manzanas.

11
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La comparacién de los indices de retencién, descriptores y espectros de masas, asi como la busqueda
en diferentes bases de datos (Flavornet, Pherobase), han permitido plantear la identificacion de
algunos compuestos responsables del aroma de las manzanas. Por ello, la confirmaciéon de los

diferentes compuestos tiene diversos niveles de confianza:

" Coincidencia de los indices de retencién en columna polar y apolar, descriptores aromaticos y

localizacién en GC-MS.

® Coincidencia de indices de retencidn en columna polar y apolar, descriptores pero en este caso no

se ha conseguido un buen espectro de masas.

¢ Coincidencia del indice de retencién en columna polar, descriptores aromaticos y localizacién en

GC-MS.
P Coincidencia del indice de retencién en columna polar y descriptores aromaticos.

"'Zona de olor no identificada.
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Tabla 1: Compuestos aromaticos identificados en Golden Delicious

IKDBWAX | IKDB5 Descriptor Identificacion FM %[ MS
913 <700 Verde, herbal, rancio Isovaleraldehido ° 43 -
1050 850 Fruta roja,fresa,medicina dulce 2-metilbutirato de etilo 55 si
1076 850 Dulce, disolvente alcohdlico, fruta 3-metilbutirato de etilo * 61 si
1083 801/815 Manzana, verde Hexanal + Acetato de butilo * 75 si
1127 880 Alcohol, quitaesmalte Acetato isoamilo ® 47 si
1144 944 Frutal, dulce, fresa, cereza 2-metilpentanoato de etilo B 43 no
1154 801 Manzana, verde, pintaufias (2)-3-hexenal ® 48 | no
1184 - Fresa, pifia 3-metilpentanoato de etilo 31 si
1282 1012 Disolvente, pldtano, pera, fruta blanca Acetato de hexilo ® 49 no
1309 980 Champifion, metalico 1-octen-3-ona ® 31 no
1371 871 Floral, frutal, ambientador, verde, limén 1-hexanol * 41 si
1382 980 Verde, disolvente, champifidn, geranio (2)-1,5-Octadien-3-ona B 35 no
1514 1144 Humedad, madera, rancio, vegetal Z-2-nonenal ® 59 no
1642 - Rancio, vomito, lactico Acido butirico © 47 si
1824 - Cloro, corcho, humedad, metal TCAP 35 no
2025 - Corcho, humedad, caramelo n.i 41 -
2189 1366 Café, tostado, cocido, clavo Eugenol A 31 si
2196 - Fendlico, chocolate, tostado 4-etilfenol ° 33 no

Como se puede observar en la tabla 1, en la muestra Golden Delicious se ha conseguido detectar un

total de 18 zonas de olor diferentes con una frecuencia igual o superior a 30, es decir, aquellas que

tienen gran importancia en el aroma de la manzana. Conocemos las moléculas responsables de todas

las zonas, excepto de una que aparece como no identificada.

Se puede ver que destaca la zona de olor de 1083 en columna polar por su alta frecuencia modificada

(75%), que corresponde a hexanal y acetato de butilo. En este caso los compuestos en la columna

polar coeluyen, mientras que en la columna apolar se pueden diferenciar.

Ademas, para poder comprobar la presencia o ausencia de algunos compuestos, se usaron patrones.

Para estos, al estar en concentraciones elevadas, y tener olores muy fuertes, hay que hacer

diluciones. Concretamente, se utilizé el patrén de TCA.
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Granny Smith

Tabla 2: Compuestos aromaticos identificados en Granny Smith

IKDBWAX | IKDB5 Descriptor Identificacion FM%| MS
970 760 Mantequilla,fresa-nata,fruta, dulce Isobutirato de etilo ® 50 -
1033 801 Frutal, dulce, fresa, manzana verde Butirato de etilo A 70 si
1050 849 Dulce, frutal, fresa 2-metilbutirato de etilo * 73 si
1071 849 Dulce, medicina, fresa ,frutal 3-metilbutirato de etilo * 46 si
1080 801 Rancio, verde, vegetal Hexanal A 83 si
1136 - Fruta pasada, plastico, platano Acetato isoamilo 29 si
1145 <700 Verde,vegetal, manzana verde (E)-1-penten-3-ol ° 59 no
1242 997 Dulzdn, anisado, frutal Hexanoato de etilo * 47 si
1443 1199 Floral, ambientador Octanoato de etilo* 33 si
1518 1153 Grasa, plastico, vegetal, verde (2)-2-nonenal ® 29 no

Como se puede observar en la tabla 2, en la muestra Granny Smith se ha conseguido detectar un
total de 10 zonas de olor. De todas ellas conocemos las moléculas responsables.

Con una alta frecuencia modificada podemos destacar los ésteres butirato de etilo (70%) y el 2-
metilbutirato de etilo (73%). Ambos han sido localizados en el GC-MS y coinciden los indices de

retencién en columna polar y apolar y los descriptores aromaticos con los datos bibliograficos.

Reineta
Tabla 3: Compuestos identificados en Reineta

IKDBWAX IKDB5 Descriptor Identificacion FM%| MS
974 759 Frutal, dulce, gominola, frutal, fresa Isobutirato de etilo ® 78 -
1012 765 Fresa,dulce, medicina,fruta blanca Acetato de isobutilo 76 -
1038 803 Frutal,dulce, manzana, fresa acida Butirato de etilo A 83 si
1055 852 Fruta,dulce, fresa 2-metilbutirato de etilo * 88 si
1074 852 Frutal, fresa acida, pegamento, ambientador 3-metilbutirato de etilo ® 45 si
1085 803 Hierba, vegetal, verde Hexanal # 56 si
1142 876 Dulce, frutal, floral,fresa Acetato de isoamilo 62 si
1149 899 Frutal,verde, trigo, cereal cocido Pentanoato de etilo * 41 si
1242 1002 Frutal, medicina,anisado Hexanoato de etilo * 88 si
1310 982 Champifidén, metalico, especiado 1-octen-3-ona® 38 no
1516 1156 Rancio, vegetal, champifion, cloro, corcho Z-2-nonenal & 51 no
1823 1361 Corcho, humedad, cloro TCA® 33 no

Como se puede observar en la tabla 3, en la muestra Reineta se ha conseguido detectar un total de
12 zonas de olor. De todas ellas conocemos las moléculas responsables.

Los compuestos identificados destacados en la muestra anterior (Granny Smith), butirato de etilo y el
2-metilbutirato de etilo también estan presentes en la Reineta con una frecuencia modificada aun
superior en esta. A continuacién, se adjunta un ejemplo del 2-metilbutirato de etilo, identificado en

el GC-MS:
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Figura 7: Cromatograma obtenido para el 2-metilbutirato de etilo
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Figura 8: Espectro de masas obtenido para el 2-metilbutirato de etilo
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Figura 9: Busqueda en la libreria
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Fuji
Tabla 4: Compuestos aromaticos identificados en Fuji

IKDBWAX| IKDB5 Descriptor Identificacion FM%| MS
1039 806 Frutal, dulce, fresa Butirato de etilo 59 si
1053 853 Fruta dulce, fresa,medicina 2-metilbutirato de etilo®| 83 Si
1075 853 Dulce, pegamento, quitaesmalte 3-metilbutirato de etilo ?| 39 no
1084 818 Verde, vegetal Hexanal * 70 si
1128 884 |Rotulador, quitaesmalte, pegamento, platano| Acetato de isoamilo A 57 si
1223 - Queso, vegetal, seco, lacteo (S)-2-metil-1-butanol © | 31 si
1242 1001 Frutal, dulce,anisado Hexanoato de etilo * 50 si
1515 - Vegetal, rancio, grasa, corcho Z-2-nonenal ° 39 no
1621 - Cloro, plastilina, carton, champifidn Z-2-decenal ® 38 no
1720 - Miel, rancio, grasa n.i 45 no

Como se puede observar en la tabla 4, en la muestra Fuji se ha conseguido detectar un total de 10
zonas de olor diferentes. Conocemos las moléculas responsables de todas las zonas, excepto de una
gue aparece como no identificada.

En cuanto a los ésteres hay varios presentes en todas las muestras anteriores como puede ser por
ejemplo el 2-metilbutirato de etilo, con una alta frecuencia modificada. Ademas podemos destacar la
presencia de aldehidos (hexanal, Z-2-nonenal, Z-2-decenal) y alcoholes ((S)-2-metil-1-butanol), pero

con una menor frecuencia.

5. Discusion
5.1 Obtencion del extracto representativo de las manzanas

Para obtener el extracto representativo de la manzana es necesario la captura de compuestos
volatiles del espacio de cabeza y para ello se lleva a cabo un sistema de P&T-SPE. Este sistema se ha

utilizado en el LAAE para diferentes alimentos y se han conseguido obtener muy buenos resultados.

Entre todos los posibles sorbentes para la extraccién, se ha utilizado la resina LiChrolut® EN
(polimero de etilvinilbenceno-divinilbenceno). Esto es debido a que tiene una superficie especifica

extremadamente grande y una excelente capacidad de adsorcidn para sustancia organicas polares™.

Hay un estudio en el que se comparan las resinas poliméricas de nueva generacion como puede ser
LiChrolut® EN con el sorbente de referencia, Tenax TA, y se llega a la conclusién que la retencion del
primero es 200 veces mas fuerte *®. Ademas, se sabe que este Ultimo, es particularmente adecuado
para volatiles no polares a semipolares, pero, muchos volatiles de muestras ambientales y biolégicas

poseen un cardacter bastante polar(”’.
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Durante la extraccion es muy importante controlar las condiciones a lo largo de las 6 horas,
comprobando que el caudal de N, no varia. Ademas, se afiaden geles de refrigeracion alrededor del
cartucho, cada aproximadamente 30 minutos, para evitar que los compuestos mas volatiles se
pierdan. Cuando se cambia el gel, hay que verificar las condiciones y asi poder asegurarnos que no

hay fugas en el cartucho.

Después, hay que secar la resina, ya que la elucion de los volatiles es con una disolucién organica de
95% CH,Cl, y 5% Metanol. Para ello, se afiade gota a gota para evitar que se formen caminos en la
resina. Luego, se agrega el estandar interno, para la calibracién, y el sulfato de sodio, que tiene

propiedades higroscdpicas y se utiliza como desecante.

Para terminar, hay que concentrar el extracto para la deteccidn correcta tanto por GC-O como por

GC-MS, por lo que se afiade una corriente muy suave de N, hasta llegar a 200 pl.

5.2 Comparacion entre las diferentes manzanas

Entre los compuestos volatiles identificados en las manzanas se encuentran: ésteres, alcoholes,
aldehidos, cetonas, acidos. Los ésteres representan un alto porcentaje del total, en manzanas Golden
ocupan un 80% y en la Fuji un 90%. De todos estos compuestos volatiles, solo una parte tiene gran

relevancia en la calidad sensorial de las manzanas (“compuestos de impacto”) ?.

En la tabla 5 se muestra la comparacion de los compuestos identificados en las diferentes manzanas:

GD (Golden Delicious), GS (Granny Smith), R (Reineta) y F (Fuiji).

En total hay 27 compuestos identificados, algunos de ellos presentes en las cuatro muestras

(marcados en verde).

En cuanto a los compuestos comunes en todas las muestras, destacan los ésteres: acetato de
isobutilo, butirato de etilo, 2-metilbutirato de etilo, 3-metilbutirato de etilo y acetato de isoamilo. Se
podria decir que forman parte de la base del aroma de la manzana, siendo descritos como frutal,
dulce, quitaesmalte, entre otros. También esta el hexanal, que se encuentra en las cuatro muestras
por encima del 50% dando el olor a manzana caracteristico (vegetal, verde, manzana). Ademas
también destaca la presencia de 1-octen-3-ona, con descriptores como champifién, metélicoy (Z)-2-
nonenal, como humedad, madera, grasa, entre otros. De estos dos compuestos no se ha conseguido

un buen espectro de masas.

En contraposicién, hay compuestos que Unicamente destacan en una muestra, como puede ser el

acetato de butilo en la Golden Delicious. Otros en cambio, estdn presentes en todas las muestras
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menos en una, como puede ser el hexanoato de etilo, con una alta frecuencia modificada en Granny

Smith, Reineta y Fuiji.

La mayoria de los compuestos identificados también son encontrados en diferentes estudios

realizados anteriormente &),

Los componentes volatiles son diferentes en cada clase y la percepcidn sensorial también para cada
tipo de fruta y variedad. En el caso de la Golden Delicious, son predominantes los ésteres, y son los
que dan el olor caracteristico a “manzana” principalmente debido al acetato de butilo con un toque
de sabor dulce, y afrutado dado por el acetato de hexilo. Ademds el 1-hexanol contribuye a esa

sensacion dulce

Cabe destacar, el 2,4,6-tricloroanisol (TCA) que esta presente en la Golden Delicious y Reineta, con
un descriptores como humedad, corcho entre otros. Es un compuesto que se ha identificado como el
responsable de la contaminacién del corcho en el vino y ademds como el causante del mal sabor en

alguna bebida alcohdlica® .

El 4-etilfenol, también se encuentra en varios tipos de manzanas. Este tipo de compuestos, estan

presentes en la piel y en la pulpa .

Ademads, el E-2-hexenal es un compuesto muy destacado en las manzanas®, pero no se pudo
determinar mediante la olfatometria. El, junto con el hexanal, y el acetato de hexilo son compuestos

utilizados para la mejora de la seguridad de las frutas procesadas **"
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Tabla 5: Comparacion de los aromas importantes de las diferentes muestras

Frecuencia modificada (FM%)

Identificacion GD GS R F
Isovaleraldehido 43 - - -
Isobutirato de etilo - 50 78 14
Acetato de isobutilo 17 14 76 29
Butirato de etilo 26 70 83 59
2-metilbutirato de etilo 55 73 88 83
3-metilbutirato de etilo 61 46 45 39
Hexanal - 83 56 70

Hexanal + Acetato de butilo 75 - - -
Acetato de isoamilo 47 29 62 57
2-metilpentanoato de etilo 43 - - -
1-penten-3-ol - 59 - -
Pentanoato de etilo - - 41 -
(2)-3-hexenal 48 - - -
3-metilpentanoato de etilo 31 - 22 -
(S)-2-metil-1-butanol - - - 31
Hexanoato de etilo - 47 88 50
Acetato de hexilo 49 - - -
1-octen-3-ona 31 25 38 24
Hexan-1-ol 41 - - -
(2)-1,5-Octadien-3-ona 35 19 26 -
Octanoato de etilo - 33 25 -
(2)-2-nonenal 59 29 51 39
(2)-2-decenal - - - 38

Acido butirico 47 - - -

TCA 35 - 33 -

Eugenol 31 - - -
4-etilfenol 33 29 - -

Por ultimo, en la siguiente figura se observa el cromatograma de las 4 muestras solapadas. Como se
puede apreciar, predomina el color morado, que corresponde a la Golden Delicious, y podemos
concluir que, a pesar de que el extracto esta preparado en las mismas condiciones que todos los
demas, hay mayor concentracién en la Golden Delicious. Ademds, esto también se pone de

manifiesto en los picos del GC-MS.
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Figura 10: Cromatogramas solapados de las 4 muestras de manzanas

6. Conclusiones

Mediante el sistema de P&T-SPE basado en la retencién en el sorbente LiChrolut® EN se consiguieron
extractos representativos de manzanas Golden Delicious, Granny Smith, Reineta y Fuji. Estos
extractos fueron sometidos primero a GC-O para caracterizar las zonas odorantes y posteriormente
elucidar quimicamente dichos odorantes. De esta forma se consiguieron identificar un total de 27

compuestos, algunos de ellos presentes en las cuatro muestras.

Por un lado, hay compuestos comunes, sobre todo ésteres como el acetato de isobutilo, butirato de
etilo, 2-metilbutirato de etilo, 3-metilbutirato de etilo y acetato de isoamilo, que son los que forman
parte de la base del aroma de la manzana. También cabe destacar la presencia del hexanal, con una
frecuencia modificada por encima del 50%, dando el olor caracteristico de la manzana. Ademds hay
compuestos que tienen gran importancia como el Z-2-nonenal y 1-octen-3-ona pero ya con

descriptores, no tan agradables, como rancio, champifién o metdlico entre otros.

Por otro lado, hay algunos que estan presentes en una sola muestra como puede ser el acetato de

butilo o el 1-penten-3-ol, con una alta frecuencia modificada.

Es muy importante este tipo de estudios ya que gracias a ellos, se consigue asegurar la calidad de los

alimentos y ademas mejorar la aceptacién por parte del consumidor.
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