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Resumen

Los frutos de la familia de las anonaceas, como la guanabana (Anonna muricata L.), se
encuentran dentro de los mas apreciados en el mercado colombiano gracias a sus
caracteristicas organolépticas, en particular a su aroma y sabor caracteristicos. El
conocimiento de los compuestos del aroma relacionados con el sabor de estas frutas es
critico para el desarrollo de aditivos aromatizantes/saborizantes inspirados en ellas.
Dado que las frutas de las anonaceas son climatéricas, su composicion quimica,
incluidos los perfiles de compuestos del aroma, experimentan cambios importantes
durante la poscosecha, lo cual hace que sea mas complejo el desarrollo de estos aditivos

saborizantes.

El objetivo del presente proyecto consistié en el disefio y obtencion de bases aromaticas
para ser usadas en la formulacion de aditivos aromatizantes/saborizantes, clasificables
dentro de la categoria “idénticos al natural” de guanabana, para su uso en la industria

alimentaria, en particular en la produccion de bebidas lacteas saborizadas.

Para ello, en primer lugar se estudid el proceso de maduracion de la fruta de guanabana
en poscosecha. Se utilizaron frutas de guanabana provenientes de un huerto establecido
en la zona de Pandi, Cundinamarca. Los frutos fueron cosechados en igual grado de
madurez, correspondiente a 16 semanas luego de la formacién del fruto primordial o
“erizo” (cuando estas se encuentran cerca del estado semimaduro), y fueron
transportadas en contenedores aislantes refrigerados a los laboratorios de Givaudan
Colombia S.A.S, en Bogota. Los frutos fueron dejados madurar en condiciones
controladas (24 °C y 63% de HR), haciendo seguimiento de la maduracion por medio de
variables fisicoquimicas (solidos solubles, pH y acidez). De esta manera se encontré que
el estado semimaduro se alcanza al dia 4 de poscosecha, el estado maduro al dia 6 y el

estado sobre-maduro al dia 10.
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Posteriormente, muestras de pulpa en diferentes estados de madurez (semimaduro,
maduro y sobre-madurado) se sometieron a una extraccion con solvente (diclorometano)
solido-liquido. Los extractos fueron analizados mediante cromatografia de gases
acoplada a deteccion de indice de llama y espectrometria de masas (GC-FID-MS) para
la determinacién de los compuestos relacionados con el aroma presentes en las pulpas y
sus correspondientes valores de actividad de aroma (OAV). Se encontrd que en la pulpa
en el estado semimaduro los compuestos predominantes fueron terpenos (45%), en
particular limoneno (OAV 118) y B-cariofileno (OAV 10); alcoholes (27%), en particular
cis-3-hexen-1-ol (OAV 5); y en menor medida ésteres (18%) como metil-2-trans
hexenoato (OAV 1.2), y aldehidos (9%) como trans-2-hexenal (OAV 10). En la pulpa en
estado maduro se encontré una mayor variedad y concentracion total de compuestos
relacionados con el aroma, siendo los compuestos predominantes en este caso ésteres
(32%), de los cuales el mas importante fue el metil hexanoato (OAV 1570); terpenos
(39%), como el limoneno (OAV 1224); y alcoholes (12%), como el etil 2-hexanol (OAV 3).
En la pulpa en estado sobre-madurado se encontré una disminucién importante de la
concentracion relativa de terpenos (12%), y aunque el limoneno (OAV 23) sigui6 siendo
el principal terpeno, se evidencié también una importante concentracion de linalool (OAV
44); en esta muestra los ésteres fueron los compuestos mayoritarios (49%), con metil
hexanoato (OAV 270) siendo el éster mas importante, seguidos por alcoholes (19%)
como etanol y hexanol, acidos como hexanoico (OAV 1.1) y butirico (OAV 0.09), y
lactonas (4%) como hexalactona gamma (OAV 0.2). Estas tres Ultimas clases
funcionales no solamente tienen un importante impacto en el perfil de aroma/sabor, sino
que sugieren que cerca de ese estado de madurez se dio el inicio de la degradacion

fermentativa en la fruta.

Por otra parte, en Colombia, una de las maneras de consumo més habituales de frutas
como la guanadbana es en la forma de bebidas azucaradas, cuyos procesos de
preparacion pueden implicar cambios notables respecto el perfil aromatico original de las
frutas. Teniendo en cuenta lo anterior, la pulpa del estado maduro fue sometida a
procesos estandar para la obtencion de un néctar de fruta, del cual se tomé muestra para
hacer una extraccién con solvente (diclorometano) liquido-liquido, realizar una analisis
por GC-FID-MS del extracto obtenido y de esta forma determinar los compuestos del
aroma presentes en el néctar. En comparacion con la muestra de pulpa madura, en el

néctar se detectaron compuestos como el acido butirico (OAV 9) y delta-hexalactona
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(OAYV 2); los ésteres aumentaron su concentracion relativa (de 32% a 43%), al igual que
lactonas y cetonas, mientras que la de terpenos (28%) y alcoholes (0%) disminuyo,
posiblemente por pérdidas por volatilizacion relacionadas con el tratamiento térmico de la
pulpa en la obtencién del néctar y a reacciones de esterificacién, en el caso de los

acoholes.

De este modo se obtuvieron los perfiles de compuestos de las pulpas en varios estados
de madurez y luego de procesamiento, los cuales se emplearon para la formulacién de
cuatro bases arométicas para la preparacion de aditivos saborizantes: (i) guanabana
semimadura, (ii) guandbana madura, (iii) guandbana sobre-madurada, y (iv) néctar de
guandbana. Las bases se prepararon disolviendo cantidades apropiadas de cada
compuesto identificado en una mezcla insipida de triglicéridos de cadena molecular
media (Miglyol®). Se realiz6 un andlisis de perfil sensorial comparativo, por parte de un
panel de 5 saboristas de Givaudan Colombia S.A.S (considerando 14 descriptores de
sabor relevantes para frutas), de las bases aromaticas y de sus correspondientes dianas
naturales (pulpas de guanabana semimadura, madura y sobre-madurada, y néctar de
guanabana). Este analisis permitié ajustar las formulaciones aromatizantes para acercar
los perfiles de sabor de los aditivos a los de sus respectivas contrapartes naturales
mediante la regulacion de la concentracién relativa de compuestos relacionados con los
descriptores que se encontraron sobre-expresados. En particular, el limoneno se redujo
en un 90% en todas las formulaciones aromatizantes para reducir las notas aromaticas
‘verdes’ (green) y se elimind el nonanal de la formulacion ii (guandbana madura) para
reducir su nota de ’sidra’ (cider). Un andlisis comparativo del perfil sensorial posterior,
utilizando las bases reformuladas, permitié6 confirmar un mejor ajuste de estos aditivos a

sus correspondientes objetivos.

Finalmente, las cuatro bases aromaticas se incluyeron como saborizantes, al 0.08%, en
una bebida lactea fermentada (yogur entero endulzado). Estas bebidas fueron sometidas
a evaluacion sensorial por parte del panel entrenado de Givaudan Colombia S.A.S., para
un andlisis descriptivo del sabor, y por parte de potenciales consumidores, para una
prueba de aceptabilidad. La prueba descriptiva mostré que los perfiles de sabor de los
yogures saborizados determinados por el panel se asociaron con el perfil sensorial de los
frutos en su respectiva etapa de maduracion. Por ejemplo, el yogur con sabor a

guandbana semimadura se percibi®6 como mas ‘astringente’ y 'mas verde' [mayor
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intensidad de los descriptores 'verde' (green), 'verde fresco' (green fresh) y 'verde
afrutado' (green fruity)]; también, la intensidad percibida del descriptor ‘dulce’ (sweet) fue
mas alta para el yogur con sabor a guanabana sobre-madurada y mas baja para el yogur
con sabor a guanabana semimadura, no obstante todas las bebidas tuviesen el mismo
nivel de edulcoracion (11% p/p de sacarosa). Por otro lado, la prueba de consumidores
mostr6 un mejor desempefio del saborizante inspirado en la guanabana sobre-
madurada, en términos tanto de la aceptacion general del yogur saborizado, como de su
aproximacion a la expectativa frente al sabor a guanabana. Esto sugiere que los
consumidores favorecen -las caracteristicas de sabor dulce y notas cremosas propias de
la pulpa sobre-madurada, pese a la presencia de compuestos que convencionalmente

indican pérdida de calidad organoléptica.

Los resultados de esta investigacién contribuyen a la actividad de investigacion y
desarrollo de Givaudan Colombia S.A.S y aportan a la generacion de conocimiento de
los compuestos aromaticos que intervienen en las propiedades sensoriales de las frutas

tropicales autéctonas, asi como a la aplicacién comercial de dicho conocimiento.

Palabras clave: Guanabana (Annona muricata L.), cromatografia de gases acoplada a

espectrometria de masas (GC-MS), compuestos aromaticos, sustancias saborizantes.
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Abstract

The fruits of the Annonaceae family, such as soursop (Anonna muricata L.), are amongst
the most appreciated fruits in the Colombian market due to their organoleptic properties,
in particular their characteristic aroma and flavor. Knowledge on the aroma compounds
related to flavor perception of these fruits is critical for the development of the aromatic /
flavoring substances inspired by these. Since Annonaceae fruits are climacteric, their
chemical composition, including the aroma compound profiles, undergo important
changes during post-harvest, which makes the development of these flavoring additives

more complex.

The objective of this project was to design and obtain flavoring additives classifiable as
“nature-identical” for its use in the food industry, particularly for the production of flavored

milk drinks.

For this, first of all the process of maturation of the soursop fruit in postharvest was
studied. Soursop fruits were obtained from an orchard established in the area of Pandi,
Cundinamarca (Colombia) [4°11'N 74°29'W; 1024 m.a.s.l.]. The fruits were collected in
the same degree of ripeness, around 16 weeks after the “hedgehog” formation (when the
fruits are near their semi-ripe state), and were transported in refrigerated and isolated
containers to the Givaudan Colombia S.A.S facilites in Bogota. The fruits were left to ripe
under controlled conditions (24°C and 63% RH) and a follow-up was made through
physicochemical variables (soluble solids, pH and acidity). In this way, it was found that
the semi-ripe state is reached on day 4 of post-harvest, the ripe state on day 6 and the

overripe state on day 10.

Subsequently, the pulp samples at three different ripeness degrees (semi-ripe, ripe and
over-ripen) were extracted with dichloromethane. The extracts were analyzed by gas
chromatography coupled with flame index detection and mass spectrometry (GC-FID-MS)
for the determination of the compounds related to the aroma present in the pulps and

their corresponding values of odor activity (OAV). The chromatographic analysis indicated
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that in the semi-ripe pulp the predominant compounds were terpenes (45%), in particular
limonene (OAV 118) and B-caryophyllene (OAV 10); alcohols (27%), in particular cis-3-
hexen-1-ol (OAV 5); and to a lesser extent esters (18%) such as methyl-2-trans-
hexenoate (OAV 1.2), and aldehydes (9%) such as trans-2-hexenal (OAV 10). In the ripe
pulp, a greater variety and total concentration of aroma-related compounds was found,
with predominance of esters (32%), of which the most important was methyl hexanoate
(OAV 1570); terpenes (39%), such as limonene (OAV 1224); and alcohols (12%), such as
ethyl 2-hexanol (OAV 3). In the overripe pulp, a significant decrease of the relative
concentration of terpenes was found (12%), and although limonene (OAV 23) remained
the main terpene, an important concentration of linalool was also evident (OAV 44); in this
pulp esters were the major compounds (49%), with methyl hexanoate (OAV 270) being
the most important one, followed by alcohols (19%) such as ethanol and hexanol; acids
such as hexanoic (OAV 1.1) and butyric (OAV 0.09); and lactones (4%) such as gamma
hexalactone (OAV 0.2). These last three functional classes not only have an important
impact on the flavor profile, but also suggest that the beginning of the fermentative

degradation in the fruit occurred near that ripeness stage.

On the other hand, in Colombia, one of the most common ways of consuming fruits such
as soursop is in the form of sugary drinks, whose preparation processes can induce
significant changes with respect to the original aromatic profile of the fruits. Therefore,
ripe pulp was subjected to standard processes for obtaining a fruit drink (nectar).
Dichloromethane extracts from the nectar were obtained, by liquid-liquid extraction, and
analyzed by GC-FID-MS, in order to evaluate the profile of aroma compounds present in
the drink. In comparison with the raw ripe pulp, compounds such as butyric acid (OAV 9)
and delta-hexalactone (OAV 2) were detected in the nectar; the esters increased their
relative concentration (from 32% to 43%), as did lactones and ketones, whereas that of
terpenes (28%) and alcohols (0%) decreased, possibly due to volatilization losses during

the heat treatment of pulp in the nectar processing.

In this way, the profiles of aroma-related compounds of the pulps were obtained in
various stages of ripeness and after pulp processing, which were used for the formulation
of four aromatic bases for the preparation of flavoring additives: (i) semi-ripe soursop, (ii)
ripe soursop, (iii) overripe soursop, and (iv) soursop nectar. The bases were prepared by

dissolving appropriate amounts of each identified compound in an insipid mixture of
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medium molecular chain triglycerides (Miglyol®). A comparative sensory profile analysis
(considering 14 fruit flavor descriptors) of both the flavorings agents and their
corresponding natural targets (semi-ripe, ripe and overripe soursop pulps, and soursop
nectar) was performed by a panel of 5 flavorists of Givaudan Colombia S.A.S. This
analysis allowed to adjust the flavorings formulations to bring the flavor profiles of the
additives closer to those of their natural targets by regulating the relative concentration of
compounds related to over-expressed descriptors. Namely, limonene was 90%-reduced
in all the flavorings formulations to reduce “green” notes, and nonanal was eliminated
from the ripe soursop-flavoring formulations to reduce its “cider” note. A comparative
sensory profile analysis using the reformulated flavoring agents allowed to confirm a
better adjustment of the additives to their targets.

The three adjusted nature-identical flavorings were tested in concentrations of 0.08% in
sweetened whole yogurts. The flavored yogurts were subjected to a descriptive sensory
test by 9 trained panelists (considering the same 14 flavor descriptors) and to a consumer
acceptance test by 40 frequent consumers of yogurt. The descriptive test showed the
perceived sensory profiles of the flavored yogurts were associated with the sensory
profile of the fruits at their respective ripening stage. For instance, yogurt flavored with the
additive inspired in semi-ripe soursop was perceived as ‘greener’ (higher intensity of the
descriptors ‘green’, ‘green fresh’ and ‘green fruity’) and more ‘astringent’; also, the
perceived intensity of the descriptor ‘sweet’ was the highest for the overripe soursop-
flavored yogurt and the lowest for the semi-ripe soursop-flavored yogurt. Finally, the
consumer acceptance test showed a better performance of the nature-identical flavoring
agent inspired in overripe soursop in terms of both the overall acceptance of the flavored

yogurt and its approximation to a naturally flavored drink.

The results of this research contribute to the R&D activity of Givaudan Colombia S.A.S, to
the generation of knowledge about aromatic compounds that define the sensory
properties of native tropical fruits, as well as to the commercial use and application of this

knowledge.

Keywords: soursop (Annona muricata L.), gas chromatography with mass spectrometry,

aromatic compounds, flavor substances.
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a guanabana (Annona muricata L.), como producto comercial........... iError! Marcador no
definido.9
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Glosario

Aditivo: Sustancia o mezcla de sustancias, dotadas o no de valor nutritivo, agregada
intencionalmente a los alimentos con el fin de mantener, conferir o intensificar
propiedades sensoriales, impedir alteraciones o ejercer cualquier funcién necesaria para
una apropiada fabricacion del alimento. Se excluyen sustancias agregadas como
ingredientes fundamentales sin los cuales el alimento no puede ser denominado como
tal, asi como sustancias agregadas principalmente por su valor nutritivo.

Aroma: En la sensacion que resulta cuando receptores olfativos son estimulados por
compuestos quimicos particulares en forma gaseosa. Aunque es usualmente
considerado sinénimo de ‘olor’, el término ‘aroma’ asociado a los alimentos es reservado
para referirse a la sensacion olfativa retronasal, causada por la presencia del alimento en
la boca.

Aromatizante/Saborizante: Sustancias o mezclas de sustancias empleadas como
aditivos y que tienen propiedades aroméaticas y/o sapidas capaces de conferir o reforzar
el aroma y/o el sabor de los alimentos. Estos aditivos, ademas de compuestos
relacionados con el aroma (ver base aromatica), pueden contener, 0 no, sustancias
alteradoras del gusto (sustancias sapidas dulces, saladas, acidas, amargas, umami) o
sustancias generadoras de sensaciones trigeminales (sustancias picantes, astrigentes,
refrescantes).

Base aromatica: El término “bases aromaticas”, en el contexto del presente trabajo,
hace referencia a sustancias, o mezclas de sustancias, con propiedades aromaticas
capaces de conferir o reforzar el aroma de un alimento. Estas sustancias se encuentran
usualmente disueltas en un solvente insipido y pueden ser comercializadas como aditivos
aromatizantes/saborizantes (ver aromatizante/saborizante), o ser usadas como materia
prima en la formulacion de aromatizantes/saborizantes mas complejos. No debe
confundirse con bases en el sentido de sustancias con propiedades alcalinas, ni con
aromaticas en el sentido de sustancias con grupos funcionales con hidrocarburos ciclicos
conjugados.

Biosintesis: Conjunto de reacciones quimicas que permiten a un ser vivo elaborar
sustancias organicas complejas, como las proteinas, grasas, etc., a partir de otras mas
sencillas.

Compuestos volatiles del aroma: También llamados compuestos aromaticos,
compuestos del aroma, compuestos odoriferos, sustancias odorantes, entre otras. Son
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todos aquellos compuestos quimicos presentes en la fraccion volatil de un alimento o una
matriz y que son capaces de interactuar con el sistema olfativo para producir una
sensacion olfativa, de forma ortonasal y/o retronasal.

Consumidor: Persona que utiliza o podria utilizar un producto.

Descriptor sensorial: Caracteristica sensorial que describe el objeto en andlisis; el
conjunto de estas integra el perfil de dicho obijeto.

indice de retencién lineal (LRI): Es un método de cuantificacién de los tiempos de
elucion relativa de los diferentes compuestos en cromatografia de gases frente a una
solucion de compuestos referencia, de forma que ayuda a identificar positivamente los
componentes de una mezcla.

Néctar de fruta: Es una bebida que contiene parte de la pulpa de la fruta finamente
tamizada, a la que se ha afiadido agua potable, azlcares (o edulcorantes en el caso de
los dietéticos), acido citrico y diferentes condimentos.

Olor: En la sensaciéon que resulta cuando receptores olfativos son estimulados por
compuestos quimicos particulares en forma gaseosa. Aunque es usualmente
considerado sindnimo de ‘aroma’ (ver aroma), el término ‘olor’ asociado a los alimentos
es reservado para referirse a la sensacion olfativa ortonasal, causada por la aspiracion
del compuestos volatiles del alimento via nariz.

Panel sensorial: Grupo de evaluadores seleccionados para participar en una prueba
sensorial.

Panelista: Evaluador seleccionado para participar en una prueba sensorial.

Sabor (también llamado Flavor): Combinacién compleja de sensaciones olfativas,
gustativas y trigeminales percibidas durante la degustacion. Puede estar influenciado por
efectos tactiles, térmicos, dolorosos o cinestésicos. Es importante sefialar que el término
sabor en textos académicos es mas frecuentemente limitado a las sensaciones
gustativas y trigeminales, diferenciandolo del aroma, es decir de las sensaciones olfativas
percibidas durante la degustacion via retronasal. En estos casos se suele recurrir al
término inglés “flavor” o “flavour”, que comprende las sensaciones de aroma y sabor. En
este trabajo se usa sabor como sin6nimo de flavor, privilegiando el uso del primero y
diferenciandolo de gusto.

Saborista: En la industria de aromas y sabores se refiere a saborista como el experto
técnico encargado del disefio de aromas y sabores naturales y artificiales por medio de
herramientas de quimica, analisis instrumental, analisis sensorial e ingenieria. El
saborista buscando imitar o modificar las propiedades olfativas y gustativas de varios
productos alimenticios.
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Umbral de percepcién: Cantidad capaz de generar un estimulo y alterar un érgano
sensorial. Se puede diferenciar 3 tipos umbral minimo, umbral diferencial y umbral
maximo.

Valor de la actividad de aroma (OAV): También conocido como valor de aroma,
unidad de aroma. Relacion de la concentracion de un compuesto en un alimento y el
umbral de percepcién retronasal de aroma o valor umbral de aroma (OTV).

Valor umbral de aroma (OTV): Concentracion minima de un compuesto capaz de
generar una percepcion olfativa retronasal. Para este trabajo los valores de OTV fueron
aquellos reportados en biblioteca interna de Givaudan Colombia S.A.S, GENESIS 2017
(Givaudan ®, Francia).






Introduccidén

Colombia es un pais biodiverso a nivel fruticola, y la promocion y el desarrollo de este
sector representan en el pais una importante fuente de crecimiento para la produccién

agroindustrial.

A nivel comercial las frutas presentan bajos precios, lo cual abre una importante
oportunidad para aprovecharlas como materias primas en la produccién de alimentos con
un valor agregado. La guanabana (Annona muricata L.) es una de las frutas mas
caracteristicas del pais y su produccién en Colombia creci6 un 13% en el periodo
comprendido entre el 2011 al 2016, pasando de 23,45 t a 45,42 t, mientras que el area
destinada a su cultivo pasé de 2,706 ha a 6,005 ha durante el mismo periodo
(Asohofrucol, 2016). A pesar de que no hace parte de los nueve frutos de mayor
consumos en Colombia (ICBF, 2006), se encuentra entre las materias primas para la
fabricacibn de productos como pulpas y bebidas de mayor preferencia en los
consumidores colombianos (Corporacion Biotec, 2002). Adicionalmente, existe un interés
creciente en relacion a sus propiedades biofuncionales, lo cual podria aumentar a corto
plazo su mercado nacional o como producto de exportacién. Por este motivo resulta de
interés la caracterizacion de sus propiedades fisicas, quimicas, nutricionales y
sensoriales, incluyendo la identificacion de los compuestos volatiles que definen su
aroma y sabor, especialmente si se considera que el perfil aromatico de este tipo de
alimentos es un factor esencial para importantes aplicaciones en la industria, como por
ejemplo el desarrollo de bebidas, o el aislamiento e identificacion de moléculas

aromaticas que permitan el desarrollo de saborizantes.

Los perfiles composicionales que definen el sabor de las frutas, entendido como la
combinacion compleja de sensaciones olfativas retronasales (aroma), gustativas y
trigeminales percibidas durante su degustacion, especialmente en especies climatéricas

como las anondceas, varian en gran medida como resultado de los cambios poscosecha
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de los frutos, incluyendo la maduracion y los procesos industriales o domésticos de

transformacion.

La caracterizacién de las sustancias volatiles presentes en la guandbana, relacionadas
con su aroma, y de los cambios que estas presentan de acuerdo a su estado de
maduracién, o como funcién de su procesamiento, permite ampliar el conocimiento de la
composicion quimica de este fruto y es importante como antecedente para la obtencion
de productos de alto valor agregado. Adicionalmente, desde el punto de vista industrial,
este conocimiento es de gran importancia para generar la posibilidad de aromatizar
alimentos con sustancias quimicamente idénticas a aquellas que se encuentran en la
fruta, es decir, para el desarrollo de aditivos aromatizantes/saborizantes idénticos a los
naturales de guanabana, que satisfagan las necesidades de los consumidores que cada

vez mas exigen productos que evoquen la naturalidad propia de los alimentos.

En la actualidad la industria de sabores y aromas a nivel nacional busca generar
formulaciones de bases aromaticas de frutas tropicales de alto consumo en Colombia,
como la guandbana, que generen, al ser adicionadas en matrices alimenticias, los
perfiles sensoriales que los consumidores asocian al producto natural. Estas bases
aromaticas son mezclas de sustancias con propiedades aromaticas, capaces de conferir
o reforzar el aroma de un alimento y pueden ser comercializadas como aditivos
aromatizantes/s o saborizantes, o bien ser usadas como materia prima en la formulacién
de aromatizantes/saborizantes mas complejos. Para su desarrollo se hace necesario
estudiar la composicién en sustancias aromaticas de las frutas, en las distintas formas en
las que estas son consumidas (fases de maduracion y productos procesados), y a partir
de esta informacion formular combinaciones sustancias con la misma identidad quimica,
las cuales deben ser ajustadas segun criterios de aceptabilidad y similitud sensorial con
respecto al producto natural, especificamente al ser aplicadas en las matrices reales en

las cuales se desean usar como aditivos saborizantes.

La evaluacion del perfil del aroma y sabor, asi como la identificacion de las sustancias
responsables de este, por medio de técnicas instrumentales, son herramientas
importantes para evaluar el efecto que tienen los procesos de poscosecha, como la
maduracion o su paso por procesos de transformacion, sobre las caracteristicas quimicas

y sensoriales de frutas como la guandbana. Para la evaluacion objetiva del perfil de sabor
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existen técnicas basadas en el analisis sensorial y técnicas instrumentales. Dentro de las
Gltimas esta la cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (GC-MS),
gue es especialmente (til para el estudio de las sustancias volatiles aromaticas. La
combinaciéon de andlisis instrumental y andlisis sensorial es clave para la obtencion de
informacion relevante en el desarrollo de productos como los adtitivos

aromatizantes/saborizantes clasificables como ‘idénticos al natural’.

Esta investigacion tuvo como objetivo desarrollar y evaluar la aceptabilidad de bases
aromaticas de aditivos saborizantes de guandbana en colaboracion con Givaudan
Colombia S.A.S., lo cual ademas contribuirda positivamente en el conocimiento de los
compuestos propios del sabor de frutas tropicales de la region.



Planteamiento del problema

Colombia es un pais biodiverso a nivel fruticola, y la promocion y el desarrollo de este
sector representan en el pais una importante fuente de crecimiento para la produccién

agroindustrial.



1. Revision Bibliografica

1.1 Mercado de aditivos aromatizantes/saborizantes.

Las sustancias saborizantes/aromatizantes son sustancias o mezclas de sustancias
empleadas como aditivos y que tienen propiedades aromaticas y/o sapidas capaces de
conferir o reforzar el aroma y/o el sabor de los alimentos. Estos aditivos, ademas de
compuestos relacionados con el aroma, pueden contener, 0 no, sustancias alteradoras
del gusto (sustancias sapidas dulces, saladas, acidas, amargas, umami) 0 sustancias
generadoras de sensaciones trigeminales (sustancias picantes, astrigentes,

refrescantes).

A mediados del siglo 19 se reconocio la importancia de sintetizar quimicamente
compuestos aromaticos, los compuestos sintetizados mas destacados fueron el salicilato
de metilo (1843), aldehido cindmico (1856), benzaldehido (1863) y vainillina (1872). Las
10 principales empresasde esta industria, para el afio 2005 manejaban aproximadamente
el 65% del mercado global; Givaudan, IFF y Symrise cuentan con el liderazgo,
respectivamente, seguidos por Quest y Takasago (Ziegler, 2007).

La demanda para los saborizantes alimentarios ha crecido constantemente durante los
tltimos 100 afios como resultado de los cambios dramaticos causados por nuestro estilo
de vida que cada vez es mas industrializado. La ubicacién geogréfica es un factor que
juega un papel clave en las preferencias que tienen los consumidores frente a la eleccién
de alimentos procesados y saborizados (Ziegler, 2007). En la tabla 1-1 se evidencia las

preferencias de los consumidores de acuerdo a su ubicacioén geografica.

La formulacion de sabores consiste en una mezcla compleja de materiales aromaticos
tales como aceites esenciales, extractos naturales y productos quimicos arométicos,

dicha formulacion depensera del uso final que se le de al sabor y del producto en el cual
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sea incluido, estos pueden estar disponibles en forma concentrada, diluidos en solventes

(ej Miglyol ®) o ligados a materiales carrier (maltodextrina) (Ziegler, 2007).

Tabla 1-1. Tendencias en “alimentos reducidos” en diferentes mercados para el afo
2004.

America Bajo en Bajo en grasa | Bajo en | Sin aditivos ni | Sin
) calorias ,
Latina azlcar preservantes | colesterol
Norte Bajo en | Bajo en grasa | Sin aditivos ni | Bajo en | Bajo en
America carbohidratos preservantes | azUcar calorias
Asia/Pacifico | Sin aditivos ni | Bajo en grasa | Bajo en | Bajo en | Bajo en
preservantes azucar colesterol calorias
Europa Bajo en grasa | Sin aditivos ni | Bajo en | Bajo en | Bajo en
preservantes | azucar calorias colesterol

Fuente: IFT 2005 (https://www.mintel.com, revisado noviembre 2017)

Las principales categorias en las que hay nuevas tendencias en sabores son
basicammente tres: i) Snacks en donde predominan los sabores tipicos (queso, salado,
chile), ii) jugos, categoria en la que el sabor de naranja es el mas importante y iii)
confiteria, para esta categoria el sabor fresa es el mas importante en todas las regiones y
para cada region hay un sabor especifico que marca la tendencia, para el caso de Asia
es el sabor chocolate, sabor alicorado para Europa, tamarindo para la region de Latino

America y sabor agrio en Norte America (Ziegler, 2007).

A manera de conclusion, a pesar de que el amplio conocimiento que se tiene
actualmente de sustancias saborizantes proviene de los resultados obtenidos de técnicas
instrumentales como lo es la cromatografia de gases acoplada a masas y el uso
complementario de nariz electronica, técnicas que se han convertido en un prerrequisito
para la creacion de saborizantes, la composicion final de una sustancia saborizante sigue
siendo el acto creativo del arte y las recetas resultantes de tales composiciones son hoy

uno de los secretos mejor guardados por las casas de sabores.
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1.2 Guandabana: generalidades

1.2.1 Cultivo y composicion del fruto

La Annona es un género de arboles tropicales, que pertenece a la familia Annonaceae,
de los cuales hay aproximadamente 119 especies (Badrie & Shcauss, 2010). La especie
Annona muricata L. produce una fruta climatérica conocida como guanabana,
considerada como exdtica con caracteristicas sensoriales que le brindan un potencial
para su utilizacién como producto fresco o transformado (Marquez , 2009). Estos frutos
son de color verde oscuro, espin0osos y compuestos por bayas que se asocian a la
composicion de la flor (Badrie & Shcauss, 2010).

La pulpa se compone de segmentos blancos, jugosos y fibrosos. En cada segmento fértil
hay una sola semilla dura, lisa, negra y ovalada, que mide de 1,25 — 2 cm de largo
(Gajalakshmi, Vijayalakshmi, & Devi, 2012). Se considera como un fruto climatérico
multiple; climatérico debido a que sus procesos fisioldgicos son activados por el gas
etileno, y mdltiple debido a que la fruta se compone de varios ovarios con una madurez
heterogénea, de manera que se produce una maduracién total en tiempos variables
(Champy et al., 2005).

El fruto de guandbana (andlisis en base humeda) consiste aproximadamente de un
67,5% de pulpa comestible, 20% de cascara, 8,5% de semillas y 4% de nucleo. La pulpa
blanca comestible contiene 80-81% de agua, 1% de proteina, 18% de carbohidratos,
3,43% de acidez titulable expresada como &cido malico, 24,5% de azlcares no

reductores y vitamina C (10,51 mg/100 g) (Ogulensi et al., 2010).

En la Tabla 1-1 se muestran las cantidades de los diversos componentes con valor

nutricional presentes en 100 g de fruta comestible analizados en base humeda.
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Tabla 1-2. Composicién nutricional tipica de la pulpa de guandbana cubana (Anonna
muricata L.) en 100 g de parte comestible.

Badrie & Shcauss

Nutriente (2010) USDA*
Energia/Calorias 53,1 — 61,3 kcal 66
Humedad 82,8 ¢ 81,16 g
Proteina 109 10g9
Grasa 0,97 g 0,309
Carbohidratos 14,63 g 13,54 g
Fibra 0,799 3,30
Ceniza 60 g 639
Calcio 10,3 mg 14 mg
Fosforo 27,7 mg 27 mg
Hierro 0,64 mg 0,60 mg
Tiamina 0,11 mg 0,07 mg
Riboflavina 0,05 mg 0,05 mg
Niacina 1,28 mg 0,90 mg
Triptéfano 11 mg 14 mg
Metionina 7 mg 6 mg

*USDA Nutrient Database (https://ndb.nal.usda.gov, revisado noviembre 2017)

De acuerdo a su calidad la fruta de puede clasificar en las siguientes categorias (Figura

1-1):

Extra: lesiones <5% del area superficial, atribuibles a golpe de sol y rundimientos
estilares (espinas) quebrados (ICONTEC, 2003)
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Categoria I: lesiones <15% del area superficial, atribuibles a golpe de sol y rundimientos
estilares quebrados, frutas ligeramente deformes (ICONTEC, 2003)

Categoria Il: lesiones <25% del &rea superficial, a golpe de sol y rundimientos estilares
guebrados, frutas deformes (ICONTEC, 2003)

La fruta madura tiene una respiracion climatérica bifasica, presentandose una produccion
primaria de CO, de 100 mL/kg/h la cual en una fase secundaria alcanza un valor de 350
ml/kg/h, en un rango de temperatura que esta entre 25 a 30 °C (Ogulensi, Okiei, Azeez ,
Obakachi, & Osunsanmi, 2010). Por otro lado, la produccion de etileno (250-350
mL/kg/h), se debe a que poco después de la cosecha su respiracibn aumenta de forma
irregular justo antes de que inicie la evolucion auto catalitica del etileno, sin embargo mas

adelante y sin explicacion la produccion de etileno se normaliza (Bruinsma, 2010).

A

Figura 1-1. Clasificacién de las frutas de guanabana (Annona muricata L.) en categorias
extra (A), categoria (B) y categoria Il (C). (ICONTEC, 2003)

1.2.2 Mercado nacional de la guanabana.

Para el caso especifico del mercado colombiano, este cuenta con muy pocas areas
sembradas y con escasos cultivos tecnificados, y en cuanto a las variedades agricolas,
estas no se han determinado de forma especifica. En relaciéon a la calidad de la fruta,
tamafio y region donde mas se ha cultivado, se tiene una agrupacion que se puede
resaltar como un tipo de clasificacion; esta es: variedad corriente dulce de Bucaramanga,
variedad corriente semidulce de Bucaramanga, variedad gigante dulce, variedad gigante
semiacida comun, variedad Momposina y variedad nativa del Chocé (Facultad de
Quimica Farmacéutica, Universidad de Antioquia, 2014). También se encuentran

reportes de cultivo de guanabana de variedad ‘Elita’ (Marquez et al., 2011). La Tabla 1-2
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muestra los datos del area sembrada, &rea cosechada y la produccion de guandbana
(Annona muricata L.) en Colombia correspondientes al periodo 2011 - 2016.

Tabla 1-3. Area sembrada, area cosechada y la produccion de guanabana (Annona
muricata), en Colombia durante periodo 2011 - 2016.

) % de Tasa de
Iltem 2011 2012 2013 2014 2015 2016 o ., crecimiento
participacién (%)
Produccioén (t) 23,450 24,477 28,131 32,163 40,038 45,415 0 13
Area
sembrada 2,706 3,573 4,231 4,340 5,218 6,005 1 51
(ha)
Area
cosechada 2,254 2,428 2,899 3,322 3,793 4,307 1 13,5
(ha)

Fuente: (Asohofrucol, 2015)

De acuerdo a la Tabla 1-2, se puede evidenciar que la produccion tuvo un aumento
significativo del afio 2014 al 2015, con un crecimiento cercano al 20%. En cuanto a las
areas de siembra y cosecha estas presentan un crecimiento exponencial durante el
periodo de tiempo registrado, alcanzando su mayor valor en el afio 2016. De acuerdo a la
informacion anterior, aunque Colombia no sea un productor destacado de guanabana
(Annona muricata L.), su territorio alberga un gran potencial para la el cultivo de este
fruto, ya que en territorios con gran diversidad geografica como lo es Colombia, los frutos
de guanabana exhiben diferentes propiedades organolépticas y composicionales (Badrie
& Shcauss, 2010).

1.2.3Cambios durante el proceso de maduracion de la
guanabana

Las frutas de la familia Annona se caracterizan por tener una pulpa dulce, cremosa y por
su fragante sabor cuando estan completamente maduras (Pareek , Yahia , Pareek , &
Kaushik, 2011). La maduracién de estas frutas presenta un comportamiento particular, ya
gue poco tiempo después de su cosecha la respiracion aumenta de forma irregular, justo
dias antes de la evolucion auto catalitica del etileno. Esta irregularidad de la curva

respiratoria se atribuye a la composicion del fruto, que comprende muchos ovarios en
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diferentes etapas de desarrollo, pero dicho fenbmeno sigue dejando sin explicacion la

produccién regular de etileno en la etapa posterior (Bruinsma, 2010).

1.2.4 indices de madurez y cosecha

Acorde a la temporada, dos eventos vegetativos pueden encontrarse de forma comun en
las frutas Annonaceous, por lo que el tiempo de cosecha basado en la época del afio es
poco practico ya que la floracion puede ocurrir durante varios meses. Por otro lado el
tiempo de polinizacion manual puede alterar el tiempo de cosecha (Lobo , Delgado ,
Cartagena , Fernandez , & Medina, 2007)

Los frutos de guanabana pierden brillo y el color de su cascara cambia de verde oscuro a
verde mas claro con la maduracion (Pareek , Yahia , Pareek , & Kaushik, 2011).
Tipicamente, las frutas se consideran maduras en un periodo comprendido entre 14 y 18
semanas después de la formacién del fruto primordio o “erizo”. Las unidades se separan
del carpelo cuando estdn semimaduras, y no es recomendable dejar que los frutos
maduren completamente en el &rbol, ya que pueden caer y perder calidad
comercialmente importante. Sin embargo si estos son cosechados mucho antes de su
madurez fisiologica, su proceso de madurez no serd el adecuado y la pulpa puede
adquirir un sabor amargo (Torres & Sanchez, 1992).

1.2.4.1 Respiracion

Después de la cosecha, las frutas anonaceas presentan un consumo irregular de
oxigeno, esto debido a la estructura de estos frutos compuestos por agregados de
muchos ovarios, lo cual refleja cambios en una variedad de tejidos en diversos estados
fisiologicos. También se ha confirmado que aparte de la curva irregular respiratoria, hay
un retraso en la evolucion del etileno dias después de que la respiracion aumenta

(Brown, Wong, George , & Nissen, 1988).

Una vez el fruto de guandbana alcanza su madurez, genera una respiracion climatérica
bifasica, donde los miembros del ciclo de los acidos tricarboxilicos y el ascorbato son

sustratos mas efectivos que los azlcares (Pareek , Yahia , Pareek , & Kaushik, 2011).
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En conclusion, el aumento de la evolucién del CO; refleja un incremento en la respiracion
mitocondrial debido a que mejora el suministro de carboxilatos como sustratos,

probablemente inducidos por desprendimiento del arbol (Bruinsma & Paull, 1984).

1.2.4.2 Variables fisicoquimicas

Durante el proceso de madurez en la guanabana los solidos solubles totales, los cuales
son principalmente azlcares, incrementan de los 10 °Brix a los 16 °Brix durante un
periodo de alrededor de tres dias (Paull, 1982). En cuanto a la presencia de acidos, la
concentracion de &cido malico y citrico incrementa durante los primeros cuatro dias
después de la cosecha y luego esta disminuye. En los estados iniciales del proceso de
madurez se presenta un ligero aumento en la acidez, el cual se puede atribuir a la
produccion de acidos organicos (Gutierrez, Lahoz, Sola, Pascaul, & Vargas, 1994). El pH
disminuye de 5.8 a 3.6, acompafiado de un incremento de la acidez titulable durante los
tres primeros dias del periodo de madurez (Paull, 1982). Para el caso de los compuestos
volatiles su concentracion en la fruta comienza a aumentar 3 dias después de la cosecha
y alcanzan su punto méaximo el dia 5. Este pico coincide con los maximos de azucares
totales, &cidos organicos y la etapa madura comestible. A continuacion del maximo de la
produccion de volatiles, hay una caida dramatica en los siguientes tres dias, de la
concentracion de ésteres frutales con un aumento gradual de otro tipo de volatiles que

imparten el olor caracteristico de la fruta sobre-madurada (Paull et al., 1983).

1.3 Mecanismos de sintesis de compuestos aromaticos

1.3.1 Biosintesis del aroma en las frutas

El sabor tipico de las frutas se desarrolla completamente en el periodo de madurez
durante el ascenso climatérico en la respiracion; durante este periodo el metabolismo de
las frutas cambia a catabolismo y se da la formaciébn de compuestos del aroma.
Pequefias cantidades de lipidos, carbohidratos, proteinas y amino&cidos son
enzimaticamente convertidos a compuestos del aroma, bajo control genético. La
formacion del aroma alcanza su tasa maxima durante la fase de madurez pos climatérica
(Reineccius, 1994).
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Figura 1-2. Vias para la produccién de compuestos del sabor.
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» Formacion de compuestos del aroma a partir del metabolismo de acidos

grasos

Inicialmente, para la formacién de los compuestos del aroma, la accion de las lipasas
produce &cidos grasos libres. A continuacién estos son atacados por la enzima
lipoxigenasa para la produccién de varios hidroperdxidos, que bajo la accion de las
hidroperéxido-liasas produciran los compuestos constituyentes del aroma. Por lo general
las reacciones de beta-oxidacion y oxidacién catalizada por la enzima lipoxigenasa
forman productos primarios como aldehidos y cetonas, pero son las oxidaciones,
reducciones y esterificaciones adicionales, los procesos bioquimicos que originan
cantidades substanciales de acidos, alcoholes, lactonas y ésteres. Durante el crecimiento
de las frutas las vias metabdlicas sintetizan una variedad de triglicéridos y lipidos, pero
no es sino hasta la etapa de maduracion que las vias metabdlicas funcionan como
mecanismos de ruptura y deterioro de los lipidos presentes, para dar lugar a la formacion

de compuestos del aroma (Reineccius, 1994).

* Formacibn de compuestos del aroma a partir del metabolismo de

aminoacidos
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En esta via metabdlica el primer paso es la desaminacion y descarboxilacion de los
aminoacidos, a continuacion varios procesos de reduccion y esterificacion originaran
numerosos volatiles significativos para el aroma en las frutas. EI metabolismo de los
aminoacidos genera compuestos como alcoholes de cadena alifatica y ramificada,

acidos, carbonilos y ésteres (Reineccius, 1994).

En extractos de tomate, por ejemplo, se ha evidenciado que los aminoacidos valina,
leucina, alanina y &cido aspartico se transforman en carbonilos de cadena corta (Yu,
Salunkhe, & Olson, 1968), mientras que en tajadas de banano las concentraciones de
leucina y valina aumentan durante el incremento de la respiracion climatérica en la fruta 'y

son claves el desarrollo de su sabor caramélico caracteristico (Tressl & Drawert, 1973).

= Formacién de compuestos del aroma a partir del metabolismo de

carbohidratos

Durante la fotosintesis, el CO, es transformado en azlcares, los cuales son
metabolizados en otras necesidades de la planta, como los lipidos y aminoacidos. La
mayoria de constituyentes del aroma provienen del metabolismo de carbohidratos,
incluso los terpenos. La sintesis de terpenos comprende la sintesis de “novo” Acetyl CoA
y la del piruvato, las cuales provienen de las reservas de carbohidratos presentes en los
plastidios y el citoplasma de las células. Luego de la sintesis del mevalonato (MVA) y el
metileritritol 4-fosfato (MEP), las terpeno-sintasas catalizan la formacion de las clases de

terpenos de acuerdo al sustrato involucrado (Schwab et al., 2008).

1.4 Relacion entre sustancias aromaticas y sabor o
flavor de los alimentos

1.4.1 El nervio trigémino

De los quince nervios que posee el nervio craneal, doce juegan un papel importante en
todas las funciones atribuidas a esta parte del cerebro de los cuales se destaca el nervio
trigémino. Este es el nervio craneal mas largo y es el principal responsable de las
sensaciones en la cabeza y el rostro, el cual a su vez es el nervio motor de los musculos

que intervienen en la masticacién y cuenta con una gran raiz sensorial (Rowe , 2005).
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El nervio trigémino cuenta con tres ramas, la oftalmica, la maxilar y la mandibular, de las
cuales la oftalmica y la maxilar estan constituidas exclusivamente de fibras sensoriales,
mientras que la rama mandibular estd unida a una raiz motor. Muchas fibras sensoriales
del nervio trigémino terminan en la ganglia, (Figura 1-3) para constituir el ganglio
trigeminal (Rowe , 2005). Muchos productos quimicos pueden estimular las
terminaciones nerviosas del trigémino causando una gran variedad de sensaciones, sin
embargo las sensaciones de la cavidad oral estdn asociadas con el dolor, tacto y la
temperatura (Badui Dergal, 2006).

1.4.2 Receptores orales

Tanto en la boca como en la laringe existen nervios especializados responsables del
gusto humano, dentro de los cuales se destacan el facial, inferior alveolar, lingual, bucal y
nasopalatino (ver figura 1-3). Del séptimo nervio se destacan dos componentes
sensoriales relacionados con el gusto, el primero conduce a las papilas gustativas en el
frente de la lengua y el segundo inerva el paladar suave junto con los conductos
nasoincisivos. El inferior alveolar y ligual poseen funciones somatosensoriales, cabe
aclarar que el sistema somatosensorial esta relacionado con sensaciones, como por
ejemplo percepcién de calor e irritaciéon (Rowe , 2005). Los nervios somatosensoriales
contienen fibras de diferentes tamafios, grandes fibras mecanoreceptores de rapida
conduccion y pequefias fibras nociceptivas de accion lenta. Mientras que algunos
productos quimicos provocan irritacion y estimulan combinaciones de olfaccion,
somatosensaciéon y sabor, también hay productos quimicos que también actlan en
combinaciones de receptores somatosensoriales, un clasico ejemplo es el mentol, ya que
este genera olfaccion gracias a sus propiedades mentoladas, estimula el sistema
somatosensorial generando sensacion de frio y un sabor descrito generalmente como

amargo (Rowe , 2005).
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Figura 1-2. Nervios craneales primarios responsables de la percepcion del gusto y las

sensaciones orales y nasales.

1.4.3 Umbrales de percepcidn de sustancias aromaticas

Al consumir un alimento, durante su ingestion via oral, la interaccién de las sensaciones
gustativas, olfativas y texturales producen una sensacién global expresada como sabor.
Dado que el término sabor es en algunos casos usado indistintamente del término gusto,
se suele recurrir al término inglés “flavor” o “flavour”. En el presente documento se usa
sabor como sinénimo de flavor. Los gustos basicos (a veces llamados sabores basicos)
universalmente reconocidos son acido, amargo, dulce, salado y umami o sabroso. El
aroma como tal es producto de la interaccion entre receptores olfativos y compuestos
guimicos de la fraccion volatil del alimento. Aunque es usualmente considerado sinGbnimo

de olor, el término aroma asociado a los alimentos es reservado para referirse a la
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sensacion olfativa retronasal, causada por la presencia del alimento en la boca (Belitz &
Grosch, 1997; Ziegler, 2007; Parker et al., 2014). a pesar de que la fraccion volatil
encontrada en los alimentos es muy pequefia (10-50 mg/kg aprox.), por lo general esta
formada por numerosos componentes. La diversidad en frutas y verduras suele ser muy
grande, asi como en los alimentos con preparacion térmica acompafados de procesos
fermentativos (pan, cerveza, cacao, té), los cuales contienen en muchos casos mas de
500 compuestos volatiles. De los compuestos volatiles solo una pequefia proporcion es
relevante desde el punto de vista del aroma, por lo que merecen especial atencién
aquellas sustancias que proporcionan el aroma caracteristico del alimento y que en su

concentracion superan el umbral olfatorio o gustativo (Belitz & Grosch, 1997).

Tabla 1-4. Valor umbral de aroma (OTV) de algunas sustancias aromaticas

Compuesto Valor umbral de aroma
(mg/l)
Etanol 100
Maltol 35
Furfural 3
Hexanol 2,5
Benzaldehido 0,35
Acido butirico 0,2
Vanillina 0,02
Cetona de la frambuesa 0,01
Limoneno 0,01
Linalool 0,006
Hexanal 0,0045
2-feniletanal 0,004
2-metilpropanal 0,001
Butirato de etilo 0,001
(+) Nootkatona 0,001
(-) Nootkatona 1
Filberton 0,00005
Metilitiol 0,00002
2-isobutil-3-metilpirazina 0,000002
1-p-menten-8-tiol 0,00000002

Fuente: (Belitz & Grosch, 1997).

Por lo tanto el valor umbral de aroma, o la concentracion umbral, es la concentracion
suficiente de un compuesto para reconocerlo por su olor (si es por via ortonasal) o por su
aroma (si es por via retronasal), por debajo de esta concentracién se encuentra el umbral
de percepcion, que hace referencia a la concentracién donde se percibe el compuesto
pero no puede identificarse. En la tabla 1-6 se muestran las concentraciones umbral para

diferentes sustancias aromaticas. (Belitz & Grosch, 1997).
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1.5 Métodos de extraccion de compuestos del aroma

Un punto clave para el éxito en el analisis de compuestos del aroma es la preparacion de
la muestra. El método de extraccién se selecciona tomando en cuenta la naturaleza y
estabilidad del compuesto a analizar, asi como la naturaleza de la muestra, dado que los
compuestos del aroma se liberan de forma diferente segun la estructura y composicion
de la matriz que conforma el alimento. Una técnica inapropiada puede producir la pérdida
o la generacion de otros componentes “artefactos”, que no se encontraban inicialmente

en el producto (Badui Dergal, 2006).

Las técnicas de extraccion incluyen la extraccién liquido-liquido, la destilacion y el
aislamiento de compuestos en la fase vapor del alimento y entre otras alternativas como
la micro extraccion en fase solida (SPME). Todas ellas se basan en las diferentes
propiedades fisicoquimicas (solubilidad, volatilidad, polaridad, etcétera) de los
compuestos de interés, por lo que pueden mostrar una imagen diferente del aroma de
cada alimento (Duxbury, 2005). En el proceso de extraccion sélido-liquido o liquido-
liqguido de matrices como frutas, generalmente se emplean solventes organicos de alta
pureza, ya que la presencia de contaminantes puede alterar el resultado del analisis. El
solvente se selecciona con base en la polaridad, miscibilidad, toxicidad, costo, y en la
facilidad con la que éste se elimina después de la extraccion. Este sistema de extraccion
es el mas simple, consiste en macerar la muestra y colocarla junto con el solvente en un
embudo de separacion, la mezcla se agita durante algun tiempo y posteriormente se
separa la fase orgéanica; por ultimo, la muestra se concentra por eliminacién del solvente.
Los sistemas continuos de extraccion y destilacion son mas eficientes, pero tienen el
inconveniente de favorecer la formacién de “artefactos”, debido a la alta temperatura
empleada en su operacién, por lo que se recurre al uso de vacio para materiales

especialmente sensibles al calor (Escalona Buendia et al., 2004).

Otra técnica de extraccion liquido-liquido es la extraccidén con fluidos supercriticos. Esta
técnica utiliza diéxido de carbono liquido y la extraccion se realiza a baja temperatura y
alta presion (31 °C, 80-400 bar); en estas condiciones, los fluidos supercriticos tienen una
baja viscosidad y alta difusividad, lo que permite una rpida transferencia de masa;

posteriormente, el diéxido de carbono se elimina por evaporacion, al llevar la muestra a



Capitulo 1 — Revision Bibliogréfica 19

condiciones normales de presion atmosférica. La principal ventaja es la rapidez con la
gue se logra la extraccion, asi como la eliminacién de la posible alteracién por calor; sin
embargo, el alto costo del equipo empleado limita el uso de esta técnica (Escalona
Buendia et al., 2004; Yaylayan, 1999).

El aislamiento de los compuestos volatiles de la fase de vapor del alimento, ya sea en un
sistema estatico o dinamico, tiene como principal ventaja, mantener la concentracion
relativa de los compuestos voléatiles en una relacion similar a la que se obtiene durante la
inhalacién, sin la necesidad de aplicar calor. En el sistema estatico, la muestra se coloca
en el interior de un recipiente herméticamente cerrado, a temperatura constante, con o
sin agitacion; los volatiles se acumulan en el espacio vacio por arriba de la muestra
(espacio de cabeza) hasta que se establece un equilibrio, posteriormente, se extrae un
volumen de aire, que se inyecta a un cromatografo de gases. En el sistema dindmico o
de trampa y purga, se hace pasar una corriente de gas inerte (N2, He o CO,) que arrastra
los volatiles a una trampa tenax recubierta de un adsorbente, en donde éstos son
atrapados; posteriormente, los compuestos se desorben térmicamente y se llevan a una
trampa criogénica, donde pasan directamente a la columna del cromatdgrafo de gases.
Variaciones de esta técnica incluyen el uso polimeros porosos como Porapak,

Chromosrob o carbén activado. (Escalona Buendia et al., 2004), (Yaylayan, 1999).

Recientemente la micro extraccion en fase soélida, en la cual se emplean fibras
recubiertas con polimeros (como polidimetilsiloxano, divinilbenceno, carboxeno,
poliacrilato, etcétera), ha cobrado un gran interés por la facilidad y eficiencia en la
recuperacion de compuestos del aroma, ya sea en muestras sélidas o liquidas. La
microextraccién se basa procesos de adsorcion/desorcion, ademas es de facil manejo,
reproducible, econdmica y reduce problemas de contaminacion y pérdida de muestra
asociados con la extraccion de compuestos volatiles tanto en la fase de vapor como en el
seno de productos liquidos. La presencia de electrolitos puede modificar las condiciones
de la extraccion, al reducir la solubilidad de compuestos hidrofobicos en la fase acuosa y
aumentar su volatilidad, por lo que la adicibn de sales como cloruro de sodio puede

mejorar la extraccion de compuestos volatiles (Badui Dergal, 2006).

En el desarrollo de sustancias aromatizantes/saborizantes, las técnicas de extraccion
buscan separar las sustancias responsables del olor (cuando el aditivo se empleara para

la fabricacion de perfumes) o el aroma (cuando el aditivo se empleara para la fabricacion
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de aromatizantes/saborizantes para alimentos), en las concentraciones en las que se
encuentran en la matriz cuando esta interactia con los 6rganos de los sentidos. En este
sentido es importante resaltar que todas las técnicas de extraccion antes descritas tienen
sus limitaciones, por ejemplo, debido a la naturaleza de los solventes empleados (p.€j. su
polaridad), y al hecho de que la forma en la que la matriz interactia con los érganos de
los sentidos es compleja y en particular puede estar influenciada por el proceso de
masticacion (p.ej., la interaccion con fluidos salivares), entre otras, lo cual resulta muy

dificil de imitar en el proceso de extraccion.

1.5.1 Cromatografia de gases acoplada a espectrometria de
masas (GC-MS)

El extracto de un aroma es un comoditi muy valioso y para su obtencién se beben

ejecutar procedimientos de extraccion que toman varias horas, como lo es la extraccion

con un solvente determinado, seguido de una concentracion del extracto y finalmente su

andlisis a través de GC-MS. Muchos aspectos deben ser considerados para lograr una

Optima identificacion de los aromaticos presentes en la muestra.

1.5.1.1 Inyeccién de un extracto liquido.

Por lo general la mayoria de laboratorios cuentan con un GC-MS acoplado a un
automuestreador, como lo es en el caso de Givaudan Colombia, Imuestra es dispuesta
en viales de 2 mL para que la jeringa del automestreador pueda transferir la muestra al
puerto de inyeccion. Por lo general el puerto de inyeccion alcanza una temperatura de
250 °C y la muestra esvaporizada en este. La muestra puede ser inyectada en el modo
splitless especialmente si se esta interesado en compuestos traza, en este modo de
inyeccion todo el extracto inyectado ingresara a la columna, por otro lado el modo Split
permite que solo una porcion del extracto (~ 1%) ingrese a la columna ya que pasados
0,5-1 min cualquier material que este en el puerto de inyeccion serd venteado y se

mejorara de esta forma la calidad de la cromatografia (Parker, Elmore, & Methven, 2014).

Con respecto a los solventes utilizados para este tipo de extracciones, se busca que
tengan un bajo punto de ebullicion tales como el ether, pentano y el diclorometano, para
el caso del diclorometano se recomienda un volumen de inyeccion de 3 pL cuando el

extracto proviene de una sustancia saborizante, pero para los casos en donde el extracto
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proviene de un producto terminado o una matriz alimentaria compleja lo mejor es inyectar

5 yL de la muestra.

1.5.1.2 Separacion de compuestos.

Para lograr una separacién exitosa de los compuestos aromaticos de interés, la columna
empleada es vital ya que dependiendo la naturaleza de los compuestos que se quieran
indentificar la fase estacionaria sera diferente. Las columnas mas cominmente usadas
son la Carbowax 20M de fase polar, 100% poli (dimetil polisiloxano) y poli (5% difenil
siloxano/95% dimetil siloxano), compuestos como lo terpenos y compuestos importantes
presentes en aceites esenciales se retienen mas fuertemente en columas con fase
estacionaria apolar lo cual permite una mejor separacion (Parker, ElImore, & Methven,
2014).

Tradicionalmente las columnas utilizadas para el andlisis de aromaticos varian entre los
25y 60 m, y de 0,25 a 0,32 mm de diametro, con un espesor de pelicula de 0,25 pm
(Parker, Elmore, & Methven, 2014). La columna utilizada por Givaudan tiene una fas
estacionaria poli (5% difenil siloxano/95% dimetil siloxano), de 60 m y 0,32 mm de
diametro con un espesor de pelicula de 0,25 pm.

1.5.1.3Deteccion

El espectrometro de masas de cuadrupolo simple es una herramienta robusta y confiable
el cual puede ser operado por varias semanas sin ajuste ni calibracion. Para la
identificacion de los compuestos aromaticos el modo de ionizacion por choque
electrénico es el mas utilizado habitualmente, donde los compuestos son bombardeados
con electrones a 70 Ev, causando su fragmentacién y proporcionando el espectro de
masas caracteristico que permite su identificacion en las biblioteas de busqueda. Otra
alternativa para realizar la deteccion de los compuestos es la derivatizacion, la cual es
preferida para proporcionar mas informacién espectral donde sea necesario; por ejemplo
los aldehidos pueden ser derivatizados a oximas y los alcoholes pueden ser sililados,

alquilados o acilados (Pontes & Camara, 2012).

Un rango de escaneo adecuado para que en el espectrometro de masas se logre el
analisis de compuestos aromaticos va desde 300 m/z a 29 m/z, ya que a menudo el gran
pico espectral se da a los 28 m/z. Dicho rango afectara muy poco la calidad global de los

datos espectrales de masa, ya que los compuestos aromaticos contienen pocos picos
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espectrales de interés por debajo de los 29 m/z. Con este tipo de adquisicidén se tendra
una velocidad de barrido de alrededor de 4 scans/s y con tipicos picos GC-MS que
tomaran de 4-6 s para su elucion y se podran adquirir mas de 20 espectros de masa por
pico (Pontes & Camara, 2012).

Tanto en las recomendaciones hechas en papers académicos, como en el programa de
mantenimiento contemplado por Givaudad Colombia, para evitar la obtencion de
resultados pobres en la deteccion de arométicos mediante GC-MS, se debe tener un
completo control de posibles fugas en el sistema. Por ejemplo la septa dispuesta en el
puerto de inyeccion debe cambiarse alrededor de las 100 inyecciones; otro punto comun
gue puede ocasionar fugas en el sistema pero que puede solucionarse facilmente esta en
la interfaz entre el cromatografo y el espectrémetro de masas, ya que el delta de
temperaturas programadas puede desajustar la tuerca de conexion de la columna a la
entrada del espectrémetro, lo cual causa que se presente un gran pico de aire en el

cromatograma.

1.5.1.4nalisis de datos.

Cuando se obtiene un cromatograma por GC, este puede contener hasta 300 picos
diferentes y es necesario tratar de identificarlos todos. Algunos picos pueden contener
mas de un compuesto y muchos de estos compuestos han sido ampliamente reportados

mientras que otros no han sido previamente identificados.

1.5.1.4.1 Indices de retencion lineal.
El indice de retencion lineal se conoce también como Indice de Kovats y se define como

el tiempo de retencion cromatografico en relacién a una serie de alcanos de cadena
lineal. Los indices de retencién lienal son una pieza adicional que provee informacién
importante para la identificacion de compuestos y es aplicable para todo tipo de sistemas
de inyeccién. Antes de correr las muestras en un GC-MS es adecuado correr el estandar
de alcanos, pues esto también nos dara un diagnostico del desempefio del equipo; una
serie de alcanos pueden ser utilizados de acuerdo al tipo de fase estacionaria de la
columna, por lo general para una columna apolar van desde el pentano (C5) al
pentacosano (C25) y para una columna polar la mezcla de alcanos usualmente
comprende desde el heptano (C7) al triacontano (C30) (Stashenko & Martinez, 2010).

Para el caso de las corridas hechas en Givaudan Colombia, se cuenta con una columna
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apolar y la mezcla de alcanos utilizada comprender desde el pentano (C5) al octacosano
(C28).

El LRI de un alcano se define como 100 X el nimero de carbonos en el alcano y cuando
se lleva a cabo la corrida en un sistema GC-MS con una serie de temperaturas
programadas, el LRI de cualquier compuesto que eluya es dado por la siguiente
expresion (Stashenko & Martinez, 2010):

t—t,

100 X [t + n]

n+1 — tn
Donde t es el tiempo de retencion del compuesto, n es el nimero de carbonos del alcano
gue eluye inmediatamente antes del compuesto, t,, es el tiempo de retencion del alcano
gue eluye inmediatamente antes del compuesto y t,,; e€s el tiempo de retencién del
alcano que eluye inmediatamnte despues del compuesto (Stashenko & Martinez, 2010).
Idealmente el LRI de un compuesto aromatico deberia ser determinado en dos columnas
con diferentes fases estacionarias (una polar y una apolar), pero en casos como los de

Givaudan Colombia se tiene la limitante de contar con solamente una columna apolar.

1.5.1.4.2 Compuestos referencia.
Aunque indudablemente los valores de LRI para identificar compuestos de interés en las

bibliotecas existentes, el analisis de compuestos de referencia también es bastante Uutil
sobre todo si el compuesto de interés es importante en el aroma de la muestra estudiada.
Una util coleccion de compuestos arométicos de grado alimenticio es vendida por Sigma-
Aldrich (Parker, ElImore, & Methven, 2014).

1.5.1.5 Cuantificacion

La cuantificaciéon de los compuestos presentes en un cromatograma rara vez es simple
puesto que muchas de las técnicas de extraccion remueven solamente una parte del
aroma del alimento o la muestra estudiada y muchas dificultades se presentan cuando
los picos no se resuelven completamente por GC. Sin embargo el uso de un estandar
interno para medir los compuestos de interés es sumamente Util cuando este se mezcla
homogéneamente en la muestra. El estandar interno por lo general se adiciona en
dilucion y en cantidades que aporten concentraciones conocidas en la muestra, las

cuales oscilan en valores desde las 2 ppm hasta las 100 ppm y como todas las técnicas
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de cuantificacion en esta se asume que la respuesta del GC-MS es lineal en todo el
rango de concentracion estudiado (Pozo-Bayon , Guichard , & Cayot, 2006).

Es importante resaltar que la aidicion de un estandar interno para la cuantificacion de los
compuestos presentes en un alimento no garantiza la obtencion de una completa
concentracion de los arométicos y es por eso que las casas de sabores toman este
resultado como un punto de partida, complementdndolo con la experiencia de los
sbaoristas. Otro punto clave es que para la cuantificacion, a parte del MS se cuente con
un detector como el FID, puesto que con el MS se logra la identificacion de los picos pero
es el FID el detector adecuado para calcular el area del pico, lo cual no es posible con el
MS pues este genera un alto grado de fragmentaciéon que roduce diferentes catidades de

iones y areas de los picos (Pozo-Bayon , Guichard , & Cayot, 2006).

1.5.2 Futuras tendencias en GC-MS.

Aunque el andlisis de compuestos aromaticos por GC-MS con columnas capilares es una
tecnologia robusta que mejora afo tras afio, hay varias areas que avanzan rapidamente.
Por ejemplo GC en dos dimensiones con tiempo de vuelo-MS (GC, GC-TOF-MS), técnica
gue ha venido incrementado su popularidad puesto que permite un analisis mas amplio
gue permite la recoleccion de tantos datos sean posibles y se analizan mediante potentes
técnicas estadisticas para el desarrollo de una huella digital de los aromaticos de la

muestra estudiada (Murray , 2012).

1.6 Antecedentes sobre el perfil de compuestos
relacionados con el aroma de la guanabana

1.6.1 Compuestos aromaticos identificados en la guanabana

De acuerdo a estudios realizados, donde se han utilizado métodos instrumentales como
GC-MS, junto con métodos olfatorios como la nariz electrénica y diferentes métodos de
extraccion, se ha podido concluir que los compuestos del aroma mas importantes
presentes en la guandbana proveniente de Camerun son los ésteres, de los cuales se

destacan el hexanoato de metilo (31%) y el metil-2-trans hexenoato (27%) (Bicas, 2011).
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De acuerdo al estudio de Marquez et al (2011) de los principales compuestos de impacto
presentes en diferentes estados de maduracion de frutos de guandbana provenientes del
Valle del Cauca (Colombia), quienes utiizaron una columan de fase estacionaria con baja
polaridad RTX-5 y realizaron la extraccion SPME con fibras DVB/CAR/PDMS, reportaron
gue los compuestos generados por la via de los acidos grasos estan presentes de forma
importante en el estado verde, y que decrecen a través de la maduracién, a excepcion
del B-ocimeno, el cual aporta un aroma floral. De acuerdo con estos autores, con la
disminucion de estos compuestos aumentan los ésteres metilo, provenientes de los
acidos C4, C6 y C8, fenbmeno que continta hasta el estado de sobre-maduracién. En el
estado de sobre-maduracién la presencia del &cido butanoico, hexanoico y y-
butirolactona, se relacionarian con un proceso fermentativo propio de este estado, que a
la vez es un indicador de pérdida de calidad organoléptica de la fruta, donde algunos
ésteres pueden actuar como precursores. En general, los resultados de Marquez et al
(2011) coinciden con lo reportado por Iwaoka & Zhang (1993) para frutas provenientes de
Hawai, donde la muestra fue sometida a extraccién liquido-liquido con diclorometano
como solvente y utilizando una columna con fase estacionaria apolar HP-1, detectaron
gue el hexenol-3-cis es el principal compuesto de impacto en el estado verde de la fruta,
mientras que en el estado maduro los compuestos hexanoato-2-trans, metil 2-butenoato,
metil butanoato y hexanoato de metilo son quienes juegan un papel fundamental para
este perfil aromatico; en este estudio la concentracion de estos 5 compuestos desciende

en la sobre-maduracién para dar paso a la formacién de nuevos compuestos.

Cheong et al (2011) estudiaron el perfil aromatico de la guandbana proveniente de
Malasia, mediante SPME con el uso de GCxGC-TOFMS (cromatografia de gases
bidimensional con espectrometria de masas de tiempo de vuelo) y una columna de fase
estacionaria apolar DB-5. Reportaron que los ésteres son los compuestos mas
abundantes, destacandose el metil butanoato, metil hexanoato, metil trans-2-butenoato y
el metil trans-2-hexenoato. La guandbana de Malasia se caracteriz6 por la presencia de
ésteres metil hidroxi, metil 3-hidroxibutanoato, metil 2-hidroxi-3-metilpentanoato y metil 3-
hidroxihexanoato. Otros ésteres detectados incluyeron el etil acetato, etil butanoato, etil
hexanoato, etil 2-hexanoato, butil acetato, metil pentanoato, metil trans-2-pentenoato,
metil nicotinato, metil trans-3-hexenoato, metil octanoato, metil 2,4-hexadienoato, metil

trans-cinamato y metil trans-2-octenoato, los cuales segun los autores contribuyen de
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forma importante al caracter exoético de la fruta, asi como con su aroma floral. Otros
compuestos volatiles minoritarios reportados en este estudio incluyeron 6 alcoholes
(etanol, 1-butanol, 2-heptanol, 1-hexanol, hexenol-3-cis y trans-2-hexen-1-ol), 3 terpenos
(limoneno, linalool y cariofileno), 2 acidos (butanoico y hexanoico), 2 cetonas (2-
pentanona y 4-hidroxi-4-metil-2-pentanona), 2 aldehidos (nonanal y trans-2-hexenal) y un

aromatico (tolueno) (Cheong et al., 2011).



2.Materiales y Métodos

2.1 Material vegetal

El material vegetal utilizado para el estudio fueron frutos de guandbana (Annona muricata
L.) obtenidos de una finca productora situada en la zona agroindustrial de Cundinamarca,
en el municipio de Pandi, localizado a 103 km de Bogot4, latitud 4.25, longitud -74.5 y
una temperatura media de 24 °C. El municipio de Pandi se encuentra localizado en la
vertiente occidental de la Cordillera Oriental de los Andes colombianos, que se
caracteriza por un valle profundo y longitudinal discontinuo que corre en el sentido sur-
norte. Estas caracteristicas fisiogréficas resaltan la gran influencia sobre los factores del
paisaje local. El paisaje es seco en la parte baja y paulatinamente aumenta el gradiente

de la humedad hacia las partes altas.

2.2 Procedimiento general

En la Figura 2-1 se visualiza el procedimiento general de experimentacion.

Figura 2-1. Proceso general de elaboracion de sustancias saborizantes inspiradas en los volatiles

detectados en la pulpa de guanabana (Annona muricata L.), mediante GC-MS.

Caracterizacion fisicoquimica
de pulpas de guanabana.

Determinacion de pH, °Bx,
acidez e indice de madurez

Determinacion de 3 estados de
madurez.

Semimaduro, maduro y sobre-
madurado

Elaboracidn néctar
de fruta

Elaborado con pulpa
del estado maduro.

O
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2.3 Extraccion de los principales compuestos del aroma
de la guandbana, durante sus diferentes estados de
madurez

Para determinar los dias que corresponderian a los diferentes estados de madurez de la
fruta, durante un periodo de tiempo de 10 dias se utilizaron 10 frutos que inicialmente
estaban en estado verde; por dia se le determin6 pH, °Brix y acidez titulable a un fruto
diferente y para cada una de las variables medidas se tomaron muestras de diferentes

partes del fruto y las mediciones se hicieron por triplicado. Para la determinacion de pH
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se tomarén 20 g de la pulpa previamente acondicionada, y a continuaciéon se hizo la
medicion en un potenciometro Mettler Toledo modelo Seven Compact S220 (AOAC,
2015). Con los sdlidos solubles se utilizé un refractometro marca Atago con una escala
de 0-93% a 20 °C, los resultados se expresaron como °Brix (AOAC, 2015). En el caso de
la determinacion de la acidez titulable, se llevé a cabo la metodologia establecida por el
ICTA (ICTA, 2010) y se pesaron 100 g de pulpa libre de semillas en un vaso de
precipitados de 250 mL junto con 100 mL de agua destilada, mezclandose hasta obtener
una solucion lo mas homogénea posible; a continuacion se transfirié el contenido a un
balon volumétrico de 500 mL y se completé el volumen con agua destilada, luego de
mezclar la solucion esta fue filtrada. Se tomaron 50 ml del filtrado en un erlenmeyer de
250 mL y se adicionaron 0,025 mL a 0,05 mL de fenolftaleina (2 — 3 gotas) y se mezclo.
A continuacioén se realiz6 una titulacion con una solucién de NaOH (Merk, Alemania) 0,1
N hasta obtener una coloracién rosa suave, los resultados se expresaron como % de

acido malico (AOAC, 2015), bajo la siguiente expresion:

N XV X peso Eq
W x 1000

% Acido Malico =

Donde:

N: normalidad del agente valorante (NaOH)

V: volumen consumido del agente valorante (ml)
Peso Eq: Correspondiente al 4cido Malico (0,067)
W: masa de la muestra

1000: factor de conversién de mg a g

De acuerdo a los valores de los indices de madurez se determinaron los dias
poscosecha mas representativos y en los que se haria la extraccién y determinacion de
los compuestos del aroma en la pulpa de guanabana. Las muestras de pulpa se
congelaron libres de semilla para posteriormente realizar una extraccion solido-liquida.
Para cada una de las extracciones se tomaron cuatro tubos de centrifuga de 50 ml marca
Falcon, en cada tubo se pesaron 25 g de pulpa, 0,05 g de estandar interno CCH
(clorociclohexano 98%, Alfa Aesar) al 0,1% en metanol y se adicionaron 25 ml del

solvente DCM (diclorometano, Panreac, 131254.1612); la mezcla se agit6 en un agitador
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vortex Velp Scientifica modelo TX4 por 10 min a 2800 rpm, luego se sometid a
centrifugaciéon por 20 min a 3000 rpm usando una centrifuga Thermo Fisher Scientific
modelo Megafuge 8, a continuacién se retird la fase acuosa (fase superior) y el extracto
se filtr6 a través de 10 g Na.SO4 anhidro (Panreac, 141716.1211) para finalmente
evaporar el solvente en un evaporador TURBO-VAP BIOTAGE Il con flujo de nitrégeno a
una temperatura de 32°C, hasta un volumen de 0,5 ml, esta muestra posteriormente fue

el extracto que se analiz6 mediante GC-MS.

2.4 Extraccion de los principales compuestos del aroma
en un néctar de guanabana

De acuerdo a los indices de madurez determinados se tomé pulpa de guanabana
correspondiente al estado maduro, por ser el estado ideal de consumo y se sometio a
procesos estandar de transformacion para la obtencién de un néctar de fruta, los cuales
se describen como sigue: primero se realizé la recepcién de la pulpa de guanabana, a
continuacion se hizo el proceso de pesaje del 20% de pulpa, 11% azlicar y 69 % de
agua, una vez determinadas las correspondientes cantidades estas fueron mezcladas y
se sometieron a un proceso de pasteurizacion (30 s a 85 °C), a continuacién se hizo un
envasado en caliente y luego los envases se dejaron enfriar sin taparse completamente,
finalmente, previo al almacenamiento, se realizé el exhausting con una ebullicion por 10

minutos.

El proceso de extraccién para el néctar fue liquido-liquido. Se tomaron 3 tubos de
centrifuga de 50 ml marca Falcon, en cada tubo se pesaron 20 g del néctar, 0,5 g de
estandar interno CCH (clorociclohexano 98%, Alfa Aesar) al 0.1% en metanol y se
adicionaron 20 ml del solvente DCM (Panreac, 131254.1612); la mezcla se agitd en un
agitador vortex Velp Scientifica modelo TX4 por 10 min a 2800 rpm, luego se sometié a
centrifugacion por 20 min a 3000 rpm usando una centrifuga Thermo Fisher Scientific
modelo Megafuge 8, a continuacion se retir6 la fase acuosa (fase superior) y el extracto
se filtré6 a través de 10 g Na.SO. anhidro (Panreac, 141716.1211) para finalmente
evaporar el solvente en un evaporador se solvente Turbo-Vap Biotage Il con flujo de

nitrégeno a una temperatura de 42°C, hasta un volumen de 0,5 ml.
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2.5 Determinacion del perfil de los compuestos del
aroma.

La identificacion tentativa de los compuestos del aroma provenientes de la pulpa de
guandbana y del néctar elaborado, se realiz6 a partir de los extractos obtenidos
previamente mediante un analisis GC-FID-MS, empleando cromatdgrafo de gases 7890A
(Agilent Technologies Inc.), con detector FID y acoplado a un espectrémetro de masas
Agilent 5975C, operado en modo de impacto electronico (70 eV) con inyeccidn
automatica. Los espectros de masas fueron adquiridos en un rango de masa entre 30 y
550 amu, procesados en el software Chem Station con la libreria interna de Givaudan
Génesis 2017. La columna empleada fue DB-5MS (60 m x 0,32 mm d.i., 0,1 um), con una
temperatura de 250 °C para el puerto de inyeccion y la interfase, temperatura inicial del
horno fue de 40 °C, con una velocidad de calentamiento de 3°C/min hasta 300°C (10

min) y un volumen de inyeccion de 5 pl en modo Split.

Para calcular el area de cada compuesto, se empleé el programa AMDIS (Automated
Mass Spectral Deconvolution and Identification System) (Nist, EE.UU). Cada una de las

areas de calcularon de acuerdo a la siguiente expresion:

[Area estimadalj = [Area MS) X (i = 1., m)(Ared 1D
rea estimadalj = [Area jA& U= "’n(AreaiMS

Dénde:

j: Compuesto calculado
i: compuestos con areas MS y FID
n: nimero total de tales compuestos

El calculo de la concentracion en ppm (mg/kg muestra) del estandar interno (CCH) se
calculé mediante la siguiente expresion:

V+«Px1076

Concentracion de IS (ppm) = —

V: peso del estandar interno

P: concentracion de la solucién de estandar interno CCH
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m: peso de la muestra

La concentracion de cada compuesto en ppm (mg/kg muestra), se calculé mediante la

relacion de las areas entre el analito y el estandar interno (IS), de la siguiente manera:

Concentracion de IS (ppm) * Area compuesto
Area IS

Concentraciéon compuesto (ppm) =

La identificacion de los compuestos se basé en la comparacion del espectro de masas
con los compuestos de la libreria interna de Givaudan GENESIS 2017 y con los indices
de retencién lineal (LRI). Los indices de retencion lineal (LRI) fueron calculados de
acuerdo al método de Kovats usando una mezcla de alcanos (Cs-Czs) como referencia
externa, de acuerdo a la siguiente expresion (Stashenko & Martinez, 2010):

tp, —t
LRI = 100n + 1002 &»

try — trn
Donde:

n: es el numero de atomos de carbono en el n-alcano que eluye antes del compuestos de

interés (su tiempo de retencion es tgy).

trn ¥ trn: SON lOS tiempos de retencion de los n-alcanos con los numeros de atomos de
carbono n y N, respectivamente, que eluyen inmediatamente antes y después del analito

de interés.

Asimismo, los % para cada compuesto (concentraciones relativas), se calcularon
mediante la relacién entre la concentracion del compuesto y la concentracion total de los

compuestos identificados.

100 * Concentracion compuesto volatil (ppm)

) C t =
% Compuesto Y Concentracién compuestos volatiles (ppm)

Finalmente, los valores de actividad de aroma (OAV) se calcularon como el cociente de
la concentracién y el valor umbral de aroma (OTV) en agua reportado para cada
sustancia en la biblioteca interna de Givaudan Colombia S.A.S, GENESIS 2017

(Givaudan ®, Francia), segun la siguiente ecuacion:
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Concentracion del compuesto m
OAV — p (ppm)

Valor umbral de aroma (ppm)

2.6 Desarrollo de sustancias saborizantes

Una vez determinada la concentracion (ppm) de los compuestos identificados en las
muestras de pulpas de fruta o del néctar, se calculd la concentracion relativa en base
porcentual (% p/p) de cada uno de estos respecto a la concentracion total de

compuestos identificados.

Para la formulacién inicial de las bases aromaticas se peso, en un beaker (50 ml), con
una balanza analitica (Precisa XB4200C) y con la ayuda de pipetas Pasteur, una
cantidad adecuada de cada uno de los compuestos identificados, de manera que la masa
total de aditivo preparado fuese de 30 g! . Esta mezcla fue diluida empleando como
solvente Miglyol® que consiste en una mezcla insipida de triacilglicéridos de cadena
molecular media. Para la diluciébn se pes6 una cantidad adecuada de la mezcla de
sustancias previamente preparada y una cantidad de Miglyol® en frascos ambar de 30
ml. La relacion Miglyol®:mezcla de sustancias del aroma empleada varia, de acuerdo a la
aplicacion deseada y la intensidad del sabor de los compuestos individuales (valor
umbral de sabor OTV), entre 9:1y 2:1.

Los 5 saboristas expertos de Givaudan Colombia S.A.S evaluaron cada una de las
sustancias saborizantes o bases aromaticas, aplicadas en agua a una dosis del 0.05%,
versus las pulpas de cada uno de los estados de madurez y el néctar de fruta elaborado,
los cuales fueron las muestras de referencia. En particular, se pidié a los saboristas que
calificaran en una escala de 0 a 100 (siendo 0 “no perceptible” y 100 “muy fuerte”) la
intensidad de los descriptores considerados relevantes en el disefio de bases aromaticas
de frutas, descritos en la Tabla 2-1, tanto para las bases aromaticas como para la

muestra de referencia (pulpa o néctar) correspondiente.

1 Esto es, conocido el %p/p del compuesto i, su masa (m;) en la base aromética fue calculada
como:

_ M<%p/p;

i~ o0 donde M es el total de masa de aditivo a preparar, en este caso 30 g.
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La evaluacién por parte de los saboristas se llevd a cabo en un area de trabajo en grupo,
la cual cumplia con los requisitos establecidos por la NTC 3884 en cuanto a temperatura,

humedad, ruido, olor, entre otros (figura 2-2).

Figura 2-2. Area de trabajo en grupo.

Fuente: Givaudan Colombia S.A.S

2.7 Evaluacion sensorial de las sustancias saborizantes
desarrolladas

2.7.1 Conformacion del panel sensorial

El panel sensorial de Givaudan Colombia S.A.S esta conformado por 9 personas (8
mujeres y 1 hombre) (ICONTEC, 2009), quienes estan entre los 35 — 43 afios de edad.
Son panelistas entrenados desde hace 4 afios y son personas externas que solo se

dedican a esta labor; la razon de haber conformado el panel con personas externas fue
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por su disponibilidad de tiempo y para evitar que tengan contacto con la informacién de
los negocios internos de la empresa, pues de esta forma se garantiza que sus

evaluaciones estén libres de favoritismos por marcas o clientes especificos.

De acuerdo a lo especificado en la GTC 232, en el panel de Givaudan se tiene en cuenta
el interés y la motivacion de este, su disponibilidad, capacidad de concentracién,
honestidad en sus reportes, su buen estado de salud, habilidad de discriminacién y

compromiso durante las sesiones.

Los panelistas han sido entrenados continuamente para mejorar su habilidad para
identificar y valorar la intensidad de los atributos en los productos que evallan. Este
entrenamiento aumenta su familiaridad con la terminologia utilizada (Sense it) y asegura
la repetibilidad de sus resultados. La extensién y duracion del entrenamiento varia de

acuerdo con el propésito de la prueba que se esté llevando a cabo (ICONTEC, 2009).

2.7.2 Analisis descriptivo

Los descriptores utilizados se relacionan en la Tabla 2-1 y pertenecen a la toolbox
sensorial de Givaudan llamada “Sense it”, lo cual indica que se hizo uso de terminologia
existente y patrones de referencia lo cual a su vez permitié obtener resultados uniformes
de los perfiles sensoriales obtenidos. Estos resultados pueden ser interpretados por otras
areas de la empresa y comparados con otras investigaciones que se lleven a cabo
posteriormente (ICONTEC, 2012).

Las muestras se prepararon aplicando en una dosis de 0.08% cada uno de los
saborizantes formulados y ajustados previamente (bases aromaticas inspiradas en los
compuestos del aroma de la pulpa semimadura, madura, sobre-madurada y néctar) en
un yogurt comercial con 10% de azlcar. Se entregaron las muestras preparadas a los 9
panelistas en copas de plastico (1 o0z) y se pidi6 que evaluaran la intensidad de los
atributos. El andlisis descriptivo se hizo por un método de consenso, donde los panelistas
trabajaron como un grupo con el fin de llegar a una descripcidbn unanime del sabor del
producto; el lider del panel gui6é las discusiones de los panelistas hasta obtener un
acuerdo en cada uno de los descriptores utilizados (Tabla 2-1). La escala de calificacion
gue se manejo en esta caso también fue de 0-100, siendo 0 “no perceptible” y 100 “muy
fuerte” (ICONTEC, 2009).
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Tabla 2-1. Descriptores utilizados en la evaluacion sensorial de las bases arométicas de
guandbana (Annona muricata L.) tomados de la herramienta Sense it.

Descriptor Descripcién

Aldehydic green Aroma verde, ceroso asociado con aceites citricos verdes

Green Aroma graso asociado con frutas frescas verdes o hierba cortada
Green fresh Aroma que se asocia con el verde de la fruta fresca
Green fruity Aroma verde asociado con peras verdes, platdnos y manzanas

_ Pino, aroma citrico, meduloso y aroma a lima asociada con frutas
Woody piney _
tropicales como el mango.

Peely aroma, jugosa asociada con recién exprimido amarillo
Lemon fresh o
limén

Dulce, aroma citrico asociado con los caramelos de limoén, tal
Lemon candy .
como cabezas de limon.

Cider Aroma asociado con jugo de manzana fermentado.

_ Cremoso, graso, aroma ceroso, a menudo se encuentra en coco,
Creamy fruity . )
vainilla y productos de melocoton.

Cremoso, lechoso, con aroma a mantequilla asociado con los

Fatty dairy ]
productos lacteos.
s . Sensacion bésica, sabor asociado con azlcares y edulcorantes
wee
de alta potencia en solucion.
Sour Sensacion basica, sabor asociada con acidos en solucion.
c Residuo de recubrimiento cremoso en el paladar de la boca, la
reamy _ ]
lengua vy los labios, causados por productos lacteos grasos y
mouthfeel _
emulsiones como mayonesa y aderezos para ensaladas.
Sensacién en la boca de secado asociada tipicamente con
Astringent degustacion de taninos (en el agua), té negro fuerte, platano no

maduro, o vino tinto joven.
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2.7.3 Prueba de consumidores de las bases aromaticas
desarrolladas aplicadas en yogurt entero endulzado

La prueba de consumidores se llevd a cabo en las cabinas de prueba, mediante un
cuestionario cuantitativo auto aplicado en la que el consumidor recibe las muestras de
forma individual y respondia en cuanto a la preferencia y aceptacion de los atributos
evaluados en el alimento. El grupo objetivo fueron 20 hombres y 20 mujeres
consumidores frecuentes de yogurt y productos con guanabana entre 18 y 45 afos de
nivel socioeconémico de 2 a 5 (Escala Colombiana). Para la evaluacion de la aceptacion
se entregaron muestras de yogurt saborizado con cada una de las sustancias
saborizantes desarrolladas en vasos plasticos blancos (15 ml) y se pidi6 a los
consumidores que evaluaran su apreciacion general del sabor y aroma en una escala

hedonica de 1 a 5 puntos (Figura 2-3).

De acuerdo a la Ezcala hedanica de 5 puntos, califique loz parametroz ed color, aroma y zabor de laz muestras que ze
presenta:

Ezcala hedénica

Categoria ndmers
Me guszta mucho

Me gusta

Mo me gusta ni me dizgusta
Me disgusta

Me disgusta mucho

—|ra) o def wn

Muestra Caolor Aroma Sabor

i L e e e e

Figura 2-3. Formato de evaluacion sensorial con escala hedoénica

Para la evaluacion de la intensidad del sabor a guanabana, se pidi6 a los evaluadores
gue indicaran qué tanto les gustaba la intensidad del sabor a guanabana, teniendo en
cuenta su expectativa frente a las cualidades propias de un “yogurt de guanabana”, en
una escala JAR (Just About Right) de 5 puntos, donde 1 corresponde a sobra mucho y 5
corresponde a falta mucho (Figura 2-4). Finalmente se pidi6 a los consumidores que

indicaran cual de las muestras preferian como un yogurt de guanabana (Figura 2-5).
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Nombre: Fecha:

Frente a usted hay cuatro muestras de yogurt de guandbana, en las que usted debe evaluar la
intensidad del sabor de acuerdo a la escala presentada.

Sobra mucho
Sobra un poco
Justo como me gusta

Falta un poco

(S

Falta mucho

Figura 2-4. Formato utilizado para la evaluacion de la intensidad del sabor de guanabana

en muestras de yogurt.

Nombre: Fecha:

Frente a usted hay cuatro muestras de yogurt de guanabana, en las que usted debe ordenar en forma
decreciente de acuerdo a su preferencia en cuanto a la caracteristica de sabor.

MUESTRA

BowW N R

COMENTARIOS:

Muchas gracias!

Figura 2-5. Formato utilizado para evaluar preferencia de las muestras de yogurt
saborizado.



3. Resultados

3.1 Determinacidon del comportamiento de la madurez de
la guanabana en almacenamiento

Uno de los principales determinantes en la variacion del sabor de las frutas es su estado
de madurez. Dicho estado es un producto de cambios composicionales debidos a
reacciones bioquimicas complejas que experimentan los frutos durante su desarrollo
antes y, en algunos casos, después de la cosecha. La madurez de las frutas puede ser
entendida en términos fisiolégicos (cuando se refiere a los cambios en parametros
morfolégicos y de composicion), horticolas (cuando se refiere a la evolucion de la aptitud
para un fin comercial determinado) o de consumo (cuando se refiere especificamente a la
aceptabilidad de sus parametros sensoriales como color, sabor, aroma, textura). La
madurez fisiolégica, horticola y de consumo puede, o no, coincidir. De hecho, la aptitud
de las frutas para ciertos procesos industriales o la preferencia por parte de
consumidores en cuanto a un estado de madurez fisiolégica particular puede variar en

gran medida (Iglesias & Echevarria , 2009).

Para esta etapa del estudio, se tomaron frutos en estado de madurez verde (cosechados
16 semanas después de la formacion del fruto primordial o “erizo”) y se almacenaron a
24°C y humedad relativa 63%. Se hizo seguimiento a SST, acidez total y pH de los frutos
por un total de 10 dias, ya que a partir de este dia se observé el inicio de procesos de
senescencia. En la figura 3-1 se muestra el comportamiento de los SST (°Brix) de la

pulpa de guandbana a lo largo del almacenamiento en poscosecha.
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SOLIDOS SOLUBLES TOTALES {"Brix)
|
i

1 2 3 - 5 6 7 8 9 10
TIEMPO DE POSCOSECHA (DIAS)

Los simbolos representan la media y las barras verticales los valores + la desviacion estandar.

Figura 3-1. Comportamiento pos cosecha de los sélidos solubles totales para pulpa de
guandbana (Annona muricata L.) almacenadas a 24 °C y HR 63%.

En la figura 3-1 se observa un incremento acelerado de la concentracion de los soélidos
solubles totales desde el dia 1 al dia 6 de poscosecha, dia en el que el fruto de
guanabana alcanz6 su maxima concentracion de SST de 13,31+0,2 °Brix. Esta variable se
considera un indicador indirecto del dulzor de la fruta.Si se revisa el comportamiento
fisiolégico de las frutas climatéricas, este periodo corresponde a la maxima produccion de
CO, extra, el cual proviene de la descarboxilacion del acido malico que pasa
directamente a ser acido pirdvico para iniciar de nuevo el ciclo de Krebs. Este aspecto
también es evidencia de la gran actividad metabdlica que involucra el paquete enzimatico
de las a- y P-amilasas, las cuales durante la maduracién, hidrolizan el almidén a
carbohidratos méas simples del tipo disacaridos y monosacaridos (sacarosa, glucosa y
fructosa, mayoritariamente) (Marquez C. , 2009), aumentando el dulzor caracteristico de
la pulpa. La concentracion maxima de SST hallada es mayor a la reportada por Badrie &
Schauss (2010) quienes reportaron 11,00+0,4 °Brix en frutos de guanabana
provenientes de Malasia clasificados como maduros, pero es muy similar a lo reportado
por Marquez et al. (2011) quienes determinaron una maxima concentracion de 13,4+0,63
°Brix en frutos colombianos. La ligera disminucién de los SST en la etapa de sobre-
madurez puede deberse al uso de los monosacaridos producidos como sustratos para la

iniciacion del estado fermentativo (Fennema, 2000).
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Figura 3-2.Comportamiento pos cosecha de la acidez total expresada como g acido
malico/100 g (A), pH (B) de la pulpa de los frutos de guanabana (Annona muricata L.)
almacenados a 24 °C y HR 63%.

En la figura 3-2 se muestran los valores de pH y acidez total encontrados en la pulpa
durante el almacenamiento en poscosecha. La etapa inicial del periodo poscosecha
exhibe un bajo valor de acidez total (dia 1 al 3) que fue inverso con los cambios de pH
reportados para este periodo de tiempo. Luego en el dia 4 la acidez alcanz6 su mayor
valor (0,6%+0,01), el cual disminuy0 lentamente hasta la etapa de sobre-madurez, dicho
comportamiento de debe probablemente por el consumo de las moléculas organicas en
los diferentes ciclos metabdlicos para proporcionar la energia requerida por la fruta, por
otro lado muchos de los acidos organicos participan como precursores de sustancias
volatiles, las cuales intensifican su concentracion durante este periodo (Park, Jung, &

Gorinstein, 2006). Este comportamiento coincide con lo descrito por Pareek et al., (2011).
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El indice de madurez es calculado como la relacién entre SST y acidez. En la Tabla 3-1
se resumen los valores de los indicadores fisicoquimicos de la madurez y el indice de

madurez calculado.

Tabla 3-1. Caracterizacion fisico quimica de frutos de guanabana (Annona muricata L.)
en diferentes estados de maduracion

Dia N° SST (°Brix) 2 Acidez pH2 indice de
muestras (%)3P° madurez
4 3 10,1 +£0,3 0,60 + 0,01 3,80+ 0,04 16,8
6 3 13,3+£0,2 0,45+0,02 3,53+0,01 29,6
10 3 11,2+0,1 0,43+0,02 3,75+ 0,02 26,0

8Valores promedio de las medidas hechas por triplicado a un fruto de guanabana (Annona muricata L.) +
desviacién estandar de las medidas.? Expresado como g acido malico/100g muestra.

De acuerdo a los datos obtenidos de las variables fisicoquimicas, el estado semimaduro
se alcanza al dia 4, el estado maduro al dia 6 y el estado sobre-maduro al dia 10. Las
caracteristicas de la pulpa correspondiente al dia 6 de poscosecha fueron muy cercanas
a los especificado por la regulacién colombiana (Norma Técnica Colombiana NTC 5208)
para frutos de guanabana que se encuentran en el estado de madurez ideal para el
consumo, dichos parametros consisten en los siguientes valores promedio: 0,46% de

acidez, 13,4 °Brix para TSS y 29,1 para el indice de madurez.

3.2 Evaluacion del perfil de compuestos del aroma de la
pulpa de guanabana en tres estados de madurez

Con el fin de disefiar sustancias saborizantes inspiradas en las diversas fases de
maduracién de la pulpa de guanabana, se llevé a cabo la determinacion de los
compuestos del aroma de la pulpa de esta fruta en tres estados de madurez de la
guanabana, correspondientes a los dias 4 (semimadura), 6 (madura) y 10 (sobre-
madurada) de poscosecha por medio de GC-MS. Los resultados se muestran en la las
tablas 3-2, 3-3 y 3-4, donde se relacionan los diferentes compuestos identificados en
cada estado de madurez, sus limites de retencion lineal (LRI) determinados, las

relaciones masa/carga de los iones predominantes de su espectro de masas, los valores



Capitulo 3 - Resultados 43

umbral de aroma tomados de la biblioteca interna de Givaudan Colombia S.A.S,

GENESIS 2017 y los correspondientes valores de actividad de aroma calculados.

Se identificaron 57 compuestos relacionados con el aroma entre los tres estados de
madurez. Los compuestos identificados para los diferentes estados corresponden a
alcoholes, ésteres, terpenos, acidos carboxilicos, aldehidos, lactonas y cetonas. En los
primeros estados poscosecha se observd que las sustancias con mayor abundancia
fueron terpenos, las cuales disminuyeron en el estado sobre-madurado, mientras que los

ésteres aumentaron a medida que avanzaba la maduracion.

En la pulpa del estado semimaduro predominaron terpenos como el limoneno (OAV 118)
y el B-cariofileno (OAV 10), los alcoholes como el cis-3-Hexen-1-ol (OAV 5), ésteres,
siendo el mas importante el metil 2-trans hexenoato (OAV 1,2), y aldehidos como el
trans-2-hexenal (OAYV 10).

El andlisis de la pulpa del estado maduro reporté una mayor variedad y concentracion
total de compuestos, lo cual es propio de los procesos de maduracion en poscosecha. Se
observé unadisminucion de terpenos frente al estado anterior de madurez, aunque fue el
estado poscosecha en el que el limoneno tuvo mayor impacto en cuanto al valor de
aroma calculado (OAV 1224). Los compuestos terpénicos presentes en los estados
semimaduro y maduro (B-cariofileno, a-pineno, a-terpineol y B-ocimeno) son producidos a
partir de la sintesis novo del Acetil-CoA y el piruvato (Schwab, Davidovich-Rikanati, &
Lewinsohn, 2008) y de como es de esperar, su concentracion relativa disminuye
conforme avanza el proceso de madurez. Los alcoholes, de los cuales el 2-etilhexanol
(OAV 3) fue el mas importante, disminuyeron, a diferencia de los ésteres como el
hexanoato de metilo (OAV 1570) y el metil trans-2-hexanoato (OAV 1), los cuales
aumentaron. En este estado de madurez se comenzd a evidenciar la presencia de
acidos, como el 4cido hexanoico (OAV 10,5), y de cetonas como la acetoina (OAV 2,2);

de los aldehidos fue el decanal (OAV 8,2) el mas representativo.

En la pulpa correspondiente al estado sobre-maduro se evidencié que los ésteres fueron
los compuestos mayoritarios, siendo el hexanoato de metilo (OAV 270) el éster mas

importante. Los terpenos sufrieron la mayor caida de concentracion, y aunque el
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limoneno (OAV 23) sigue siendo el principal terpeno, se evidencié también una
importante concentracion de linalool (OAV 44). Se determiné que en estado sobre-
maduro aumentaron los alcoholes mas simples de cadena lineal, como etanol y hexanol
(OAV 0,62). La presencia de acidos aumenté y no solo se identific6 acido hexanoico
(OAV 1,1) sino también &cido butirico (OAV 0,09) que, junto a las lactonas como la Y-
hexalactona (OAV 0,2), son indicadores de un proceso fermentativo, propio de esta
etapa, donde algunos ésteres (p.gj., butirato de metilo), actian como precursores (Belitz
& Grosch, 1997).

Estos resultados indican la activaciéon de la via biogenética de los acidos grasos durante
el proceso de madurez del fruto, donde los acidos grasos saturados e insaturados se
forman a través de la beta-oxidacién y luego se transforman en sus correspondientes
ésteres, los cuales producen diferentes compuestos Cs (cis-3-Hexen-1-ol, hexanol, trans-
2-hexenal, entre otros) mediante la oxidacion catalizada por las enzimas lipoxigenasas
(Schwab, Davidovich-Rikanati, & Lewinsohn, 2008).

En estados superiores de madurez, la concentracion los ésteres metilicos provenientes
de los acidos saturados e insaturados (butirato de metilo, hexanoato de metilo y metil 2-
trans hexenoato), se incrementé y dicho comportamiento se mantuvo durante el estado
de sobre-madurez, lo cual coincide con lo reportado en la literatura para frutas (Villatoro ,
2008). En el estado de sobre-madurez se puede apreciar la aparicion de nuevos
compuestos como acidos (butirico) y lactonas (Y-hexalactona), lo cual de hecho puede
ser utilizada como indicador fisioldgico de la sobre-maduracién de las frutas (Sampaio &
Nogueira , 2006 ) (Nunes et al., 2008). En este estudio, en el estado sobre-maduro (dia
10 de poscosecha), se evidencio también el aumento de la presencia de compuestos
alcohdlicos, destacdndose el 2-etilhexanol (OAV 3), el hexanol y el etanol. Los
compuestos como acido butirico, lactonas y alcoholes simples, aportan notas
fermentadas, dulces y de levadura, lo cual, como se mencioné anteriormente, sirve como
indicio del inicio de etapas fermentativas y del deterioro en general de la calidad de la
fruta, donde algunos ésteres pueden servir como precursores y participar en la formacion
de alcoholes (Villatoro , 2008), lo cual coincide con la observacion de signos de

senescencia en tiempos de poscosecha superiores.
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Tabla 3-2. A) Compuestos volétiles en pulpa de guandbana (Annona muricata L.)
semimadura (dia 4 poscosecha) identificados por GC-MS. indice de retencion lineal
(LRI). Relacion masa/carga de ion predominante del espectro de masas (m/z). Valor
umbral de aroma (OTV). Valor de la actividad de aroma (OAV). ). B) Cromatograma del

perfil obtenido por MS.

A)
N° Compuesto LRI (m/z) Concentracion OoTV* OAV
(ppm)**
1 1-Heptanol' 867 70 0,1 0,5 0,2
2 trans-2-hexenal' 879 41 0,4 0,04 10
3 cis-3-Hexen-1-ol' 880 67 2,0 0,4 5
4 Hexanoato de metilo" 933 74 0,1 0,1 1
5 a-pineno' 950 93 0,1 0,2 0,5
6 metil trans-2- 968 55 0,05 0,04 1,2
hexenoato"!
7 Mirceno'v 988 93 0,2 0,3 0,7
8 2-etilhexanol' 964 57 0,4 0,1 4,0
9 P-cimeno' 1021 119 0,1 0,06 1,7
10 limoneno' 1025 68 11,8 0,1 118
11 B-cariofileno' 1321 93 1,0 0,1 10
Total 16,2

*Biblioteca GENESIS 2017 **Concentracion relativa al estandar interno. | alcohol, 1l aldehido, Il ester, IV terpeno.
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Tabla 3-3. A) Compuestos volatiles en pulpa de guanabana (Annona muricata L.) madura
(dia 6 poscosecha) identificados por GC-MS. indice de retencion lineal (LRI). Relacion
masa/carga de i6n predominante del espectro de masas (m/z). Valor umbral de aroma
(OTV). Valor de la actividad de aroma (OAV). B) Cromatograma del perfil obtenido por
MS.

A)

N° Compuesto LRI (m/z)  Concentracion  OTV* OAV

(Ppm)**
1 1-butanol' 707 56 0,01 10,1 0,0009
2 acetoinaV 749 45 1,3 0,6 2,2
3 butirato de metilo"! 761 74 5,4 0,2 27
4 alcohol isoamilico 774 55 0,02 0,1 0,2
5 pentanoato de metilo" 851 74 0,06 0,04 1,5
6 trans-2-hexenal" 879 41 0,04 0,4 0,1
7 cis-3-hexen-1-ol' 880 67 0,60 0,3 2
8 acetato de isoamilo" 894 43 1,4 0,2 7
9 acetato de 2-metilbutilo™ 896 43 0,3 0,1 3
10 hexanoato de metilo" 934 74 15,7 0,01 1570
11 metil 3-hexenoato" 940 41 0,03 0,2 0,15
12 a-pineno' 950 93 1,3 0,04 32,5
13  metil trans-2-hexenoato 968 55 2,7 2,6 1
14 acido hexanoico! 987 60 6,3 0,6 10,5
15 mirceno' 988 93 2,9 0,3 9,7
16 Octanal" 999 41 0,6 0,006 100
17 A-3-careno' 1010 93 0,3 0,4 0,75
18 1,4-cineolV 1013 43 0,09 0,07 1,3
19 2-etilhexanol' 1018 83 0,3 0,1 3
20 P-cimeno' 1021 119 1,5 0,06 25
21 limoneno'v 1028 68 122,4 0,1 1224
22 ocimeno'V 1031 93 0,4 0,2 2
23 Y -terpineno'V 1045 93 0,8 0,1 8
24 linalool'v 1071 71 3,2 0,05 64
25 nonanal 1073 57 0,6 0,015 40
26 octanoato de metilo" 1083 74 0,1 0,1 1
27 citronelalV 1108 69 0,1 0,009 11,1
28 1-nonanol' 1120 56 0,3 0,5 0,6
29 acetato de octilo'V 1146 43 0,2 0,007 28,6
30 decanal" 1148 57 3,3 0,4 8,2
31 a-terpineol'V 1150 59 0,2 0,03 6,7
32 neralv 1174 69 0,5 0,1 5
33 acetato de linalilo"' 1176 93 0,6 0,09 6,7
34 carvona'v 1185 82 0,4 0,1 4
35 geraniolV 1253 69 0,2 0,1 2
36 acetato de geranilo" 1267 69 0,2 0,04 5
37 dodecanal" 1292 57 0,7 0,1 7
38 B-cariofileno' 1320 91 0,9 0,1 9
39 acetato de nerilo" 1369 69 0,3 0,07 4,3
40 valenceno' 1370 161 1,0 0,6 1,7
41 benzoato de bencilo™ 1557 105 0,2 0,1 2
Total 177,5

* Biblioteca GENESIS 2017 **Concentracion relativa al estandar interno. | alcohol, Il aldehido, IIl ester, IV terpeno, V

cetona, VI acido
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Tabla 3-4. A) Compuestos volétiles en pulpa de guanabana (Annona muricata L.) sobre-
madura (dia 10 poscosecha) identificados por GC-MS. indice de retencion lineal (LRI).
Relacion masa/carga de i6n predominante del espectro de masas (m/z). Valor umbral de
aroma (OTV). Valor de la actividad de aroma (OAV). B) Cromatograma del perfil obtenido
por MS.

A)
N° Compuesto LRI (m/z) Co n(;%r:;r)ff lon oTvr OAV
1 etanol' 464 31 0,5 113 0,004
2 acetato de etilo" 648 43 0,05 3,3 0,02
3 2-pentanona“ 727 43 0,3 1,1 0,3
4 AcetoinaV 752 45 11,9 0,6 19,8
5 butirato de metilo™ 761 74 8,6 0,2 43
6 alcohol isoamilico 774 55 0,3 1,2 0,25
7 lactato de etilo" 816 45 0,1 7,5 0,01
8 acido butiricoV! 834 60 0,9 10 0,09
9 pentanoato de metilo" 851 74 0,1 0,1 1
10 hexanol' 889 56 0,5 0,8 0,62
11 hexanoato de metilo" 934 74 27,0 0,1 270
12 metil 3-hexenoato"! 938 41 0,2 0,01 20
13 metil trans-2-hexenoato" 968 55 57 0,04 1425
14 acido hexanoico! 989 60 3,0 2,6 1,1
15 hexanoato de etilo" 991 88 0,3 0,2 1,5
16 2-etilhexanol' 1016 57 0,3 0,1 3
17 limoneno' 1024 68 2,3 0,1 23
18 hexanoato de etilo" 1026 97 0,05 0,06 0,83
19 A-3-careno'V 1031 93 2,1 0,4 5,2
20 Y -hexalactona" 1040 85 0,4 2,1 0,2
21 LinaloolV 1071 71 2,2 0,05 44
22 octanoato de metilo" 1083 74 0,1 0,1 1
23 nicotinato de metilo" 1103 106 0,2 1,1 0,18
24 B-cariofileno' 1320 91 0,1 0,1 1
Total 67,0

* Biblioteca GENESIS 2017 **Concentracion relativa al estandar interno. . | alcohol, Il aldehido, Il ester, IV terpeno, V

cetona, VI acido, VII lactona.
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Los resultados de este estudio coinciden parcialmente con los resultados reportados por
otros autores, en particular en cuanto a los ésteres como compuestos predominantes en
el estado maduro, pero se diferencian en la predominancia encontrada de limoneno en

estados semimaduro y maduro. Marquez et al. (2011) encontraron que los principales
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compuestos en el estado de madurez inicial de la guanabana fueron el hexenol 3-cis y
hexenal 3-cis, para el estado maduro el metil 2-trans hexanoato, 2-etilhexanol y ocimeno,
para el estado de sobre-madurez los compuestos mas relevantes fueron el metil
hexanoato, etil acetato y metil 2-trans hexenoato. Por otro lado Lemon et al. (2011)
enunciaron que los compuestos mas importantes de la guandbana son el eucaliptol,
linalool, B-cariofileno, a-terpineol y metil 2-trans hexenoato. Finalmente Cheong et al.
(2011) postularon el hexanoato de metilo y metil 2-trans hexenoato como los ésteres
principales de la guanabana de Malasia, seguidos por el acetato de etilo, butirato de etilo,
pentanoato de metilo y nicotinato de metilo; otros compuestos reportados en este Ultimo
estudio incluyeron alcoholes (etanol, hexanol y hexenol 3-cis), terpenos (limoneno,
linalool y B-cariofileno), acidos (butirico y hexanoico) y aldehidos (decanal y hexenal 2-

trans)

3.3 Evaluacion del perfil de compuestos del aroma en un
néctar de guanabana

Tanto el almacenamiento poscosecha como el procesamiento, especialmente si involucra
tratamientos térmicos, tienen un efecto importante sobre el perfil composicional de las
frutas, incluyendo los compuestos responsables del aroma (Barret , Beaulieu, & Shewfelt,
2010). Dado que una forma habitual de consumo de guanabana y de frutas en general en
Colombia es a través de la preparacion de bebidas azucaradas a partir de pulpas
tratadas térmicamente, se buscé determinar el perfil de compuestos del aroma de un

néctar de guanabana de formulacién estandar.

Como se discute en la seccién sucesiva, en los andlisis se evidencié que los ésteres
aumentaron su concentracion relativa en el néctar con respecto a la pulpa del estado
maduro y resultaron ser los compuestos mas relevantes de las especies cuantificadas.
La concentracion relativa de alcoholes disminuy6é drasticamente, mientras que la
concentracion de acidos aumentd, al igual que la concentracién de lactonas y cetonas.
En comparacién con la muestra de pulpa madura, en el néctar se detectaron compuestos
como el acido butirico (OAV 9) y A-hexalactona (OAV 2). De hecho, la presencia de
lactonas podria explicar en parte el hecho de que la concentracion de alcoholes
disminuy6 drasticamente, puesto que las lactonas son ésteres ciclicos que se obtienen

mediante esterificacion intramolecular a partir de moléculas que contienen grupos acido y
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alcohol (Belitz & Grosch, 1997). De los terpenos siguieron sobresaliendo el limoneno y B-
cariofileno, aunque su concentracién relativa fue menor en comparacion a la de la pulpa
madura; este cambio de concentracion de los terpenos, entre la pulpa de fruta madura y
el néctar, puede deberse a que compuestos mayoritarios como el limoneno sufren

importantes pérdidas por volatilizacion a partir de los 75 °C (Arrieta et al., 2013)

Tabla 3-5. A) Compuestos volatiles del néctar de guanabana (Annona muricata L.)
identificados por GC-MS. Indice de retencién lineal (LRI). Relacion masa/carga de ion
predominante del espectro de masas (m/z). Valor umbral de aroma (OTV). Valor de la

actividad de aroma (OAV). B) Cromatograma del perfil obtenido por MS.

A)
N° Compuesto LRI (m/z) Concentracion  OTV* OAV
(Ppm)**
1 acetato de etilo" 648 43 0,1 0,6 0,17
2 AcetoinaV 746 45 0,4 0,1 4
3 butirato de metilo™ 757 74 0,6 10 0,06
4 acido butiricoV! 821 60 0,9 0,1 9
5 hexanoato de metilo" 930 74 2,6 0,04 65
6 metil trans-2-hexenoato" 964 55 0,4 2,6 0,15
7 acido hexanoico"! 974 60 0,2 0,1 2
8 acetato de hexilo " 997 43 0,1 0,1 0,5
9 Limoneno' 1021 68 0,4 0,4 1
10 A-3-careno'V 1027 93 0,2 1,4 0,14
11 Y -hexalactonaV" 1066 85 0,1 0,05 2
12 LinaloolV 1067 71 0,2 0,1 2
13 B-cariofileno' 1315 133 0,4 0,8 0,5
14 laurato de etilo"! 1410 88 0,1 0,6 0,17
Total 6,7

* Biblioteca GENESIS 2017 **Concentracion relativa al estandar interno. | alcohol, Il aldehido, Il ester, IV terpeno, V

cetona, VI acido, VIl lactona.
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Los compuestos reportados en este estudio coinciden con los resultados reportados por
otros autores. Marquez et al., (2011) encontr6 que los principales compuestos en el
estado de madurez inicial de la guanabana fueron el hexenol 3-cis y hexenal 3-cis, para
el estado maduro el metil 2-trans hexanoato, etil hexanoato y beta ocimeno y para el
estado de sobre madurez los compuestos mas relevantes fueron el metil hexanoato, etil
acetato y metil 2-trans hexanoato. Por otro lado Lemon et al., (2011) enuncié que los
compuestos mas importantes de la guanabana son el eucaliptol, linalol, alfa cariofileno,

alfa terpineol y metil 2-trans hexanoato. Finalmente Cheong et al., (2011) postul6 el metil
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hexanoato y metil 2-trans hexanoato como los principales esteres de la guanabana
cultivada en Malasia, otros esteres detectados fueron el etil acetate, etil butirato, metil
pentanoato y metil nicotinato; adicionalmente reporté compuestos como alcoholes
(etanol, hexanol y hexenol 3-cis), terpenos (limoneno, linalool y beta cariofileno), acidos

(butirico y hexanoico) y aldehidos (decanal y hexenal 2-trans)

3.4 Comparacion de las concentraciones de los grupos
funcionales identificados en los diferentes
tratamientos

La figura 3-3 muestra una comparacion de la proporcion de cada uno de los grupos
funcionales identificados mediante GC-MS en los diferentes tratamientos manejados
(estados de madurez de la pulpa y néctar de fruta). Dicha figura deja ver que el estado
semimaduro la concentracion relativa de terpenos (81%) y alcoholes (15%) fue la mayor
en relacion a los grupos funcionales. Los terpenos (77%) y los ésteres (15%) fueron los
grupos funcionales mas concentrados en el estado maduro, seguidos por aldehidos (3%)
y alcoholes (1%). En el estado sobre-madurado la concentracion de terpenos y aldehidos
disminuy6 drasticamente (terpenos 7% - aldehidos 0%) y aumento la concentracién de
esteres metilicos (65%), los cuales provienen de la esterificacion de &cidos presentes,
como el acido hexanoico. En este Gltimo una mayor presencia de acidos, como butirico, y
cetonas, fueron indicadores de procesos fermentativos causados por la prolongada

accion de las lipasas enddgenas de la pulpa en estados de maduracion superiores.
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Figura 3-3. Comparativo de las concentraciones relativas de los diferentes grupos
funcionales identificados en los diferentes estados de madurez y en el néctar.

Una diferencia importante se evidencia entre las concentraciones de los grupos
funcionales de la pulpa del estado maduro y su néctar de fruta correspondiente.
Compuestos como los alcoholes, ésteres, terpenos, acidos y aldehidos disminuyeron su
concentracion de forma importante en el néctar, y por otro lado, en comparaciéon con la
pulpa, en la bebida se favorecid la presencia de lactonas y cetonas, compuestos que
aparte de indicar pérdida de calidad organoléptica aportan un perfil sensorial cremoso y

dulce.

3.5 Formulacion de saborizantes inspirados en los
diferentes estados de madurez de la pulpa de
guanabanay su néctar

Una vez conocidos los perfiles de compuestos de las pulpas en varios estados de
madurez poscosecha, asi como en el néctar, estos se emplearon para la formulacion de
cuatro bases arométicas para la preparacion de aditivos saborizantes: (i) guanabana
semimadura, (ii) guanabana madura, (iii) guandbana sobre-madurada, y (iv) néctar de
guandbana. Las bases se prepararon disolviendo cantidades apropiadas de cada
compuesto identificado en una mezcla insipida de triglicéridos de cadena molecular

media (Miglyol®). Se realizé un analisis de perfil sensorial comparativo, por parte de un
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panel de 5 saboristas de Givaudan Colombia S.A.S (considerando 14 descriptores de
sabor relevantes para frutas, ver Tabla 2-1), de los aditivos saborizantes (en este caso
conformadas exclusivamente por las bases aromaticas aplicadas en agua a una dosis del
0.05%) y de sus correspondientes dianas naturales (pulpas de guanabana semimadura,

madura y sobre-madurada, y néctar de guanabana).

Los perfiles sensoriales obtenidos (Figura 3-4) para cada aditivo fueron muy diferentes
entre si y ademas permitieron identificar el grado de ajuste de los descriptores
sensoriales de los aditivos a aquellos de su respectiva muestra de referencia (target)
natural, encontrandose algunos descriptores sensoriales sobre-expresados. Los
saboristas propusieron, de esta manera, ajustes a las formulaciones: (1) la concentracién
del limoneno se disminuyé en un 90% en todas las bases, ya que la nota o descriptor
“Green” se percibié demasiado concentrada por parte de los saboristas en comparacion a
las muestras referencia. (2) En la base correspondiente al estado de madurez “maduro”,

se elimind de la formulacion el nonanal por aportar una nota de “Cider” sobre-expresada.

Se realiz6 nuevamente la evaluacion de cada una de las sustancias saborizantes. La
figura 3-4 muestra cémo el ajuste hecho por los saboristas en las férmulas de las
sustancias saborizantes, logré un mayor acercamiento al perfil sensorial de las muestras
referencia.

En las tablas 3-6, 3-7, 3-8 y 3-9 se detallan las formulaciones finales de los compuestos

para cada una de las sustancias saborizantes.
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Figura 3-4. Ajuste de sustancias saborizantes en base al perfil sensorial de las muestras
referencia. (A) pulpa semimadura, (B) pulpa madura, (C) pulpa sobre-madura y (D)
néctar.

Tabla 3-6. Formulacién de la base aromatica inspirada en los compuestos detectados por
GC-MS en la pulpa de guanabana (Annona muricata L.) semimadura (dia 4).

Compuesto Descriptores sensoriales %
heptanol Graso, verde, quimico, caprilico 0,19
trans-2-hexenal Graso, afrutado, verde, frondoso, ciruela, potente, 0,60
parecido a la manzana
cis-3-hexen-1-ol Fresco, verde, frondoso, herboso, hierba 3,06
hexanoato de metilo Caprilico, dulce, afrutado, graso, parecido a la pifia y al 0,09
albaricoque
a-pineno Coniferas, asperas, terpénicas, de pino, balsamicas, de 0,13
trementina
metil trans-2-hexenoato  Afrutado, dulce, guanabana, banana, Sabor: afrutado, 0,05
verde, manzana
mirceno Fresco, aspero, terpénico, citrico, tropical, ceroso, 0,24
dulce, balsamico
2-etilhexanol Fermentado, etéreo, levadura, rosa, dulce, graso, floral, 0,37
afrutado
P-cimeno Gasolina, aspera, terpénica, querosén, solvente, tipica 0,13
de los aceites citricos oxidados
limoneno Citrico, afrutado, naranja, limén 12,13
B-cariofileno Polvoriento, graso, seco, amaderado, picante, amargo 0,77
solvente (Miglyol®) 82,27
Total 100,00

Tabla 3-7. Formulacién de la base aromatica inspirada en los compuestos detectados por
GC-MS en la pulpa de guanabana (Annona muricata L.) madura (dia 6)

Compuesto Descriptores sensoriales %

acetoina Etéreo, fresco, afrutado, fermentado, manzana, vino, 0,71
fusel, solvente alcohélico, medicinal

butirato de metilo Mantecoso, cremoso, graso, acido, vainilla 3,00
pentanoato de metilo Etéreo, dulce con sabor a manzana, platano y pifia 0,01
trans-2-hexenal Etéreo, fermentado, fresco,levadura, whisky, vinoso 0,01
cis-3-hexen-1-ol Etéreo, frutal, mantecoso, picante verde manzana 0,09
acetato de isoamilo Graso, afrutado, verde, frondoso, ciruela, potente, 0,20

parecido a la manzana
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acetato de 2-metilbutilo  Fresco, verde, frondoso, herboso, hierba 0,04
hexanoato de metilo Platano, pera, dulce 2,20
metil 3-hexenoato Afrutado, platano o pera 0,001
a-pineno Caprilico, dulce, afrutado, graso, parecido a la pifia y 0,02
al albaricoque
metil trans-2-hexenoato  Verde mohoso terroso afrutado 2,00
acido hexanoico Coniferas, asperas, terpénicas, de pino, balsamicas, 0,50
de trementina
mirceno Afrutado, dulce, guanabana, banana, Sabor: afrutado, 0,10
verde, manzana
octanal Acido, caprilico, graso, acido, rancio 0,06
A-3-careno Fresco, aspero, terpénico, citrico, tropical, ceroso, 0,01
dulce, balsdmico
1,4-cineol Aldehidico, citrico, verde, limén, naranja, cascara, 0,01
grasa rancia, lima, jabonoso, grasa
2-etilhexanol Coniferas, duras, terpénico, limén 0,03
P-cimeno Verde, alcanforado, refrescante, eucalipto, fresco, 0,10
mentolado, terpénico, picante
limoneno Citrico, afrutado, naranja, limén 0,50
ocimeno Gasolina, aspera, terpénica, querosén, solvente, tipica 0,03
de los aceites citricos oxidados
Y-terpineno graso, terpénico, citrico, gasolina 0,07
linalool Célido, herbaceo 0,30
nonanal Graso, terpenico, citrico, gasolina 0,05
octanoato de metilo Citricos, floral, fresco, afrutado, limén 0,01
citronelal Aldehidico, floral, naranja, cascara, rosa, graso, 0,01
jabonoso, citrico
acetato de octilo Graso, vinoso, afrutado, naranja 0,02
decanal Graso, citrico, afrutado, verde, perfumado, jabonoso 0,10
a-terpineol Naranja, floral, graso, graso, etéreo, parecido a la 0,01
citronela
neral Floral, afrutado, herbaceo, graso, naranja, neroli o 0,03
jazmin
acetato de linalilo Floral, naranja, rancio, lima, ceroso, jabonoso, citrico 0,04
carvona Aceite de pino, himedo, terroso, floral 0,03
geraniol Citrico, fresco, herbaceo, afrutado, limoén 0,01
acetato de geranilo Citrico, fresco, afrutado, pera, dulce, bergamota. 0,01
dodecanal Menta verde, herbaceo, menta, alcaravea, calido, 0,05
picante
B-cariofileno Citrico, floral, afrutado, graso, rosa 0,04
acetato de nerilo Rosa, afrutado, pera, floral, verde, lavanda, dulce, 0,02
rosa
valenceno Citrico, fresco, jabonoso, amaderado, lirios 0,01
benzoato de bencilo Polvoriento, graso, seco, amaderado, picante, amargo 0,01
solvente (Miglyol®) 89,52
Total 100,00

Tabla 3-8. Formulacién de la base aromatica inspirada en los compuestos detectados por

GC-MS en la pulpa de guanabana (Annona muricata L.) sobre-madurada (dia 10)

Compuesto Descriptores sensoriales %
acetato de etilo Etéreo, fresco, vinoso, dulce 0,12
2-pentanona Platano, etéreo, afrutado, pifia 0,19
acetoina Afrutado, dulce, etéreo 8,65
butirato de metilo Mantecoso, cremoso, graso, acido, vainilla 6,29
alcohol isoamilico Etéreo, dulce con sabor a manzana, platano y pifia 0,21
acido butirico Etéreo, fermentado, fresco, levadura, vinoso 0,31
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pentanoato de metilo  Afrutado, azicar quemado 0,02
Hexanol Rancio, sudoroso, penetrante, mantequilla rancia, acido, 0,18
hedor
hexanoato de metilo Etéreo, frutal, mantecoso, picante verde manzana 9,84
metil 3-hexenoato Caprilico, fresco, graso, afrutado, fermentado, afrutado, 0,06
verde, resinoso
metil trans-2- Caprilico, dulce, afrutado, graso, como pifia Yy 1,38
hexenoato albaricoque
acido hexanoico Verde mohoso terroso afrutado 0,72
hexanoato de etilo Afrutado, dulce, guanabana, banana, 0,07
2-etil hexanol Acido, caprilico, graso, acido, rancio 0,08
Limoneno Manzana, platano, pifia, ron, fresa, fruta dulce, vino, 0,55
cascara de manzana
hexenoato de etilo Fermentado, etéreo, levadura, rosa 0,01
A-3-careno Citrico, afrutado, naranja, limén 0,52
Y-hexalactona Ron, afrutado, tipo pifia 0,09
Linalool Conifero, terpénico, limén 0,53
octanoato de metilo Cremoso, herbéaceo, tabaco, cumarina, caramelo 0,03
nicotinato de metilo Citrico, floral, fresco, afrutado, limén 0,05
B-cariofileno Graso, vinoso, afrutado, naranja 0,01
solvente (Miglyol®) 69,61
Total 100,00

Tabla 3-9. Formulacién de la base aroméatica inspirada en los compuestos detectados por
GC-MS en el néctar de guanabana (Annona muricata L.) hecho con pulpa madura (dia 6)

Compuesto Descriptores sensoriales %
acetoina Platano, etéreo, afrutado, pifia 3,04
butirato de metilo Mantecoso, cremoso, graso, acido, vainilla 4,41
acido butirico Etéreo, dulce con sabor a manzana, platano y pifia 6,50
hexanoato de metilo Rancio, sudoroso, penetrante, mantequilla rancia, acido, hedor 9,74
metil trans-2-hexenoato  Caprilico, dulce, afrutado, graso, como pifia y albaricoque 1,49
acido hexanoico Afrutado, dulce, guandbana, banana, 0,58
acetato de hexilo Acido, caprilico, graso, acido, rancio 0,11
limoneno Afrutado, pera, dulce 1,05
A-3-careno Citrico, afrutado, naranja, limén 0,39
A-hexalactona Conifero, terpénico, limén 0,30
linalool Mantecoso, afrutado, cacao 0,52
B-cariofileno Citrico, floral, fresco, afrutado, limén 0,66
laurato de etilo Polvoriento, graso, seco, amaderado, picante, amargo 0,20
solvente (Miglyol®) 70,01
Total 100,00
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3.6 Evaluacion sensorial de los saborizantes
desarrollados, aplicados en wuna bebida lactea
fermentada

3.6.1 Prueba descriptiva

Con el fin de evaluar el perfil sensorial de los saborizantes desarrollados en un alimento
modelo, estos fueron aplicados en un yogurt elaborado con leche entera, con una
concentracion del saborizante de 0.08% y 10% de azucar, luego fueron sometidos a
evaluacion sensorial por parte de un panel conformado por 9 analistas entrenados. En las
figuras 3-3 y 3-4 se presentan los resultados del andlisis del perfil descriptivo del sabor
del yogurt saborizado con los saborizantes inspirados en los tres estados de maduracién
de la guanabana y en el néctar de guandbana, respectivamente. Para la evaluacion
sensorial se emplearon 14 descriptores que se encuentran explicados en la tabla 2-1,
cuya intensidad fue calificada por los panelistas en una escala de 0 a 100 (siendo 100 la
mayor intensidad).

Como se observa en la figura 3-5, se percibié una menor intensidad de las notas verdes
(green, green fresh y green fruity) a partir de las bases aromaticas inspiradas en las
pulpas de guandbana madura y sobre-madurada. Esto se debe a que en estas
sustancias saborizantes hay una mayor concentracibn de ésteres y una menor
concentracion de terpenos y alcoholes Cs en comparacién con la base aromatica

inspirada en el estado semimaduro.

De manera interesante, la intensidad percibida del descriptor dulce (sweet) se incrementd
de acuerdo con el grado de madurez de la fruta en la que fue inspirada la base
correspondiente, es decir que la muestra correspondiente a la base semimadura fue
percibida como la menos dulce y aquella correspondiente a la base sobre-madurada,
como la mas dulce. El hecho de que el sabor dulce fuese percibido de forma distinta a
pesar de que el grado de dulzor (gustativo) del producto fue virtualmente el mismo para
la tres muestras (las tres tuvieron la misma concentraciéon del agente endulzante), es un
indicador de la asociacion, a nivel perceptivo, entre los perfiles aromaticos de las bases y
los distintos niveles de madurez frutal; en otras palabras los panelistas percibieron un

sabor dulce més intenso en las muestras saborizadas con las bases de frutas mas
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maduras dado que asociaron estas muestras con productos que naturalmente son mas
dulces y no por diferencias objetivas en el estimulo responsable de la medida gustativa
del dulzor. De manera analoga, la intensidad del descriptor astringente (astrigent), que
corresponde a un atributo de sensibilidad tactil, fue influenciada por el tipo de base
aromatica, siendo percibida como mas intensa en las muestras correspondientes a bases

de menor madurez.

En la base aromatica del estado sobre-madurado incrementaron las notas cider, lo cual
es caracteristico de frutas muy maduras (fermentadas) y las notas creamy fruity, que son

propias de alimentos como coco o melocoton.

AROMA TOTAL
SABOR RESIDUAL

SABOR TOTAL

ALDEHYDIC
GREEN

Figura 3-5. Perfil descriptivo del sabor del yogurt con adiciéon de las bases aromaticas
inspiradas en los diferentes estados de madurez de la pulpa guanabana: semimadura
(linea azul), madura (linea verde) y sobre-madurada (linea roja)

En cuanto al saborizante inspirado en la muestra del néctar (figura 3-6), sus descriptores
dulce (sweet) y sabor total son ligeramente mayores en comparacion con la base
aromatica del estado maduro, mientras que en general los descriptores de verde fueron
mas parecidos a los obtenidos con la base de fruta sobre-madurada, lo cual podria estar

relacionado con la menor concentracion relativa de alcoholes.



62 Evaluacion del perfil de compuestos volatiles de guanabana (Annona muricata L.) para el
desarrollo de bases aromaticas con aplicacion en la industria de alimentos

AROMA TOTAL
SABOR RESIDUAL 100 SABOR TOTAL

LACTEO
3 ALDEHYDIC
ASTRINGENT ~ GREEN

SOUR GREEN FRESH
SWEET GREEN FRUITY
FATTY DAIRY WOODY PINEY
CREAMY FRUITY LEMON FRESH

Figura 3-6. Perfil descriptivo del sabor del yogurt con adicién de la bases aromatica
inspirada en el néctar de guanabana.

3.6.2 Prueba de Consumidores

Finalmente, se evalu6é el desempefio de las bases desarrolladas en términos de su
aceptabilidad sensorial al ser aplicadas como saborizantes en yogurt entero endulzado.
Esto se llevdo a cabo una prueba de consumidores con 40 panelistas adultos, no
entrenados, que declararon ser consumidores frecuentes de yogurt y productos con

guanabana.

En primer lugar, se pidi6 a los panelistas que evaluaran los atributos de sabor (figura 3-7)
y aroma (figura 3-8) en una escala de 1 a 5 (desde me disgusta mucho hasta me gusta
mucho) en relacién a qué tanto les gustaba la propuesta de producto. En cuanto al grado
de aceptacion del sabor, la mayor parte de los comsumidores indicaron que los yogures
ni les gustaron ni les disgustaron, les gustaron o les gustaron mucho, en ese orden. La
mejor aceptabilidad desde este punto de vista la tuvo el yogurt saborizado con la base
aromatica de guanabana sobre-madurada (49% me gusta mucho o me gusta). Se
encontraron resultados similares en cuanto a la aceptabilidad del aroma, atributo en el

cual el 52% los consumidores indicé que el yogurt saborizado con la base aromatica de
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guanabana sobre-madurada les gustaba o gustaba mucho. En general se observé que el
yogurt saborizado con la base aromatica inspirada en los estados sobre-madurado tuvo
la mejor calificacion promedio; no obstante es importante considerar que 8 y 26% de los
consumidores dieron calificaciones bajas a este producto en cuanto a sabor y aroma,
respectivamente.

En segundo lugar, se pidi6 a los panelistas que evaluaran en una escala JAR (Just About
Right) de 5 puntos, donde 1 corresponde a sobra mucho y 5 corresponde a falta mucho,
su apreciacion de la intensidad de sabor a guandbana de cada una de las muestras, en
relaciébn con su expectaviva frente a un yogurt con sabor a guanabana (figura 3-9). Se
encontré el producto que logré un mejor desemperio fue el saborizado usando la base de
guanabana sobre-madurada (61% justo como me gusta), lo cual es consecuente con los
resultados de la prueba de aceptabilidad.

Finalmente se evalué la preferencia comercial de las propuestas de yogurt (figura 3-10),
donde los consumidores (52%) favorecieron la propuesta con el sabor inspirado en el
estado sobre-madurado, correspondiente al dia 10 de poscosecha.

70%
60%

50%

40%
30%
20%
, [ O

Frecuencia (%)

X

Me disgusta Me disgusta  No me gusta ni Me gusta Me gusta mucho
mucho me disgusta
Semimaduro B Maduro B Sobre-madurado Néctar

Figura 3-7. Prueba con consumidores del gusto en general del sabor de guanabana
(Annona muricata L.), evaluando cada uno de los saborizantes inspirados en los
diferentes estados de madurez y procesamiento.
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80%
70%
60%
50%

40%

30%
20%
10% I
0% | u

Frecuencia (%)

Me disgusta Me disgusta  No me gusta ni Me gusta Me gusta mucho
mucho me disgusta
Semimaduro ® Maduro M Sobre-madurado Néctar

Figura 3-8. Prueba con consumidores de gusto por el aroma a guanabana (Annona
muricata L.), evaluando cada uno de los saborizantes inspirados en los diferentes
estados de madurez y procesamiento.

70%
60%

50%

40%

30%

20%

il | I
0% - .

Sobra mucho  Sobra un poco Justocomo me Falta un poco Falta mucho
gusta

Frecuencia (%)

Semimaduro B Maduro B Sobre-madurado Néctar

Figura 3-9. Prueba con consumidores de la intensidad del sabor a guanabana (Annona
muricata L.), evaluada en cada uno de los saborizantes inspirados en los diferentes
estados de madurez y procesamiento.
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Seminaduro B Maduro M Sobre-madurado = Néctar

Figura 3-10. Prueba con consumidores de la preferencia comercial del yogurt con sabor
a guanabana (Annona muricata L.), como producto comercial.






4.Conclusiones y recomendaciones

4.1 Conclusiones

En el desarrollo del estudio que ha dado lugar al presente trabajo de grado, se lograron
identificar los compuestos volatiles mas importantes en tres estados de madurez de la
pulpa de guandbana (Annona muricata L.) proveniente de Pandi, Cundinamarca, que
corresponden a un estado semimaduro, maduro y sobre-madurado, asi como en un
néctar de fruta, el cual corresponde a un proceso de transformacién de la pulpa. Se
evidencié que a medida que avanza el periodo de poscosecha la concentracion relativa
de los compuestos iniciales, tales como terpenos, de los cuales los mas importantes
fueron limoneno y beta-cariofileno, y alcoholes de cadena C6, disminuye. Por otro lado, la
presencia de ésteres se vuelve mas relevante a partir del estado maduro, y estos
compuestos alcanzan su mayor concentracion en la etapa de sobre-madurez; de este
grupo de compuestos los mas importantes son el metil hexanoato y el metil 2-trans
hexenoato, que a su vez juegan un papel clave en el sabor caracteristico de la pulpa.
Finalmente, la aparicion de compuestos como etanol, la Y-hexadecalactona, A-
hexadecalactona y &cido butirico, en el estado sobre-maduro, es un indicador de que el
fruto esta presentando procesos degradativos como fermentacion, lo cual normalmente
se asocia con una pérdida de calidad organoléptica. En cuanto a los procesos de
transformacion de la pulpa, es evidente que el tratamiento térmico, propio de la
elaboracion del néctar, genera hidrélisis de triacil glicéridos presentes, lo cual favorece la
produccion de acidos como el butirico, y adicionalmente favorece la pérdida de terpenos,
posiblemente debido a su volatilizacion; esto indica que un perfil de sabor para una pulpa
es diferente al perfil de sabor de un producto obtenido de su transformacion, lo cual es
crucial para entender las preferencias del consumidor a la hora de disefiar sustancias

saborizantes.
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El analisis sensorial descriptivo de las bases aroméaticas obtenidas demostré que habia
una coherencia entre el perfil sensorial de estas y el de la guanabana en diferentes
estados de su proceso de maduracion. El saborizante inspirado en la pulpa sobre-
madurada, correspondiente al dia 10 de poscosecha, tiene un perfil sensorial que
favorece las preferencias del consumidor. Esta preferencia sugiere que el consumidor
mas alla de una 6ptima calidad en cuanto a madurez de la guandbana, como la tendria la
pulpa del estado maduro (dia 6), favorece el consumo de una pulpa de fruta con un sabor
mas complejo, con notas cremosas, y de mayor impacto, tal y como lo presenta una
pulpa sobremadurada, pese a la presencia de compuestos que indican
convencionalmente pérdida de calidad organoléptica. Las sustancias saborizantes
desarrolladas enriquecieron el portafolio de Givaudan Colombia S.A.S, ya que el objetivo
de la organizacion era lograr crear sabores de guanabana con un perfil natural, pues los
saborizantes obtenidos en el estudio evocan, de manera mas cercana al natural respecto

a desarrollos previos, el sabor caracteristico de la guandbana (Annona muricata L.).

4.2 Recomendaciones

Para futuros desarrollos de sustancias saborizantes es importante incluir la metodologia
de micro extraccion en fase sélida (SPME), ya que por la minima manipulacién a la que
somete la pulpa la probabilidad de identificar compuestos volatiles que eluyen en los
primeros RT, es mayor que cuando se realiza una extraccion liquido-liquido con solvente
organico. Otra variante importante a tener en cuenta es el uso de una columna polar para
la inyeccion de los extractos obtenidos y el uso de GC-O para una mejor deteccién de los

compuestos de impacto.



A. Anexo: Espectros de masas

“Espectros estado semimaduro”

Abundance [792] | Scan 4354 (21.158 min) and _Extracted spectrum (21.159 min)

60 65 70 75 80 85
| Library Hit 2/12: ?? HEPTANOL and_Extracted spectrum

| Scan 4540 (21.867 min) and _Extracted spectrum (21.867 min)

Abundance [6113] | Scan 4561 (21.947 min) and _Extracted spectrum (21.947 min)

100

75

45 50 55 60 65 70
| Library Hit 3/63: (2)-HEX-3-EN-1-OLand _Extracted spectrum
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| Scan 5369 (25.028 min) and _Extracted spectrum (25.026 min)

60 65 70 75 80 85
| Library Hit 3/10: ? methyl hexanoate and _Extracted spectrum
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| Scan 5630 (26.023 min) and _Extracted spectrum (26.018 min)

b ho2

60 65 70 75 80 85 92
| Library Hit 1/105: alpha-pinene and_Extracted spectrum

| Scan 5888 (27.007 min) and_Extracted spectrum (27.006 min)

100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 350 260
Library Hit 1/6: methyl trans-2-hexenoate and_Extracted spectrum
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| Scan 6193 (28.169 min) and_Extracted spectrum (28.170 min)

50
25

65 70 75 80 85 90
| Library Hit 1/9: myrcene and _Extracted spectrum

=
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| Scan 6628 (29.828 min) and_Extracted spectrum (29.828 min)

50 55 50 65 70 75
| Library Hit 1/17: ? 2-ethyl-1-hexanol and_Extracted spectrum

| Scan 6690 (30.064 min) and _Extracted spectrum (30.066 min)

50 65 70 75 80 85 90
| Library Hit 2/48: ? PARA-CYMENE and _Extracted spectrum

65 70 75 80 85 90
| Library Hit 3/129: limonene and_Extracted spectrum

Abundance [1174] | Scan 10796 (45.719 min) and _Extracted spectrum (45.718 min)
100

75
50

25

0
miz:15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90 95 100 105 110 115 120 125 130 135 140 145 150 155 160 165 170 175 180 185 190 195 200 205
| Library Hit 5/34: 27 and Extracted

0
miz: 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 $ 9 95 100 105 110 115 120 125 130 135 140 145 150 155 160 165 170 175 180 185 190 195 200 205
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“Espectros estado maduro”

Abundance [453] | Scan 2045 (12.354 min) and_Extracted spectrum (12.354 min)

100

&
g
&

70 75

0
miz: 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60

| Library Hit 1/7: ? 1-butanol and_Extracted spectrum

- 5

| Scan 2675 (14.756 min) and_Extracted spectrum (14.756 min)

45 50 55 60
| Library Hit 1/5: ? ACETOIN and_Extracted spectrum

| Scan 2797 (15.222 min) and_Extracted spectrum (15.220 min)

55 60 65 70 75 80
Library Hit 1/4: methyl butyrate and _Extracted spectrum

| Scan 2077 (15.908 min) and_Extracted spectrum (15.909 min)

45 50 55 50
| Library Hit 2/18: ? isoamyl alcohol and _Extracted spectrum
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| Scan 4109 (20.224 min) and_Extracted spectrum (20.223 min)

70 75 8 8 9 95 100 105 110 115 120 125 130 135 140
| Library Hit 3/6: 22 METHYL PENTANOATE and _Extracted spectrum

| Scan 4535 (21.848 min) and_Extracted spectrum (21.849 min)

| Scan 4563 (21.955 min) and_Extracted spectrum (21.955 min)

55 60 65 70 75 80
| Library Hit 3/35: ? cis-hex-3-ene-1-ol and_Extracted spectrum

100

| Sean 4775 (22.763 min) and_Extracted spectrum (22.761 min)

60 65 70 75 80 85 920

| Library Hit 2/9: ? ISOAMYL ACETATE and _Extracted spectrum
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Abundance [52779] | Scan 5383 (25.081 min) and_Extracted spectrum (25.082 min)
100

70 75 80 85 90 95
Hit 1/10: methyl caproate and_Extracted spectrum

65
| Library

e

| Scan 5443 (25.310 min) and_Extracted spectrum (25.312 min)

b ho2

55 60 65 70 75 80 85 %0
| Library Hit 1/9: methyl trans-3-hexenoate and_Extracted spectrum

| Scan 5629 (26.019 min) and _Extracted spectrum (26.018 min)

60 70 75 80 85 90

65
| Library Hit 1/62: alpha-pinene and _Extracted spectrum

| Scan 5901 (27.056 min) and_Extracted spectrum (27.055 min)

55 60 65 70 75 80 85 90

| Library Hit 1/6: methyl trans-2-hexenoate and_Extracted spectrum
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| Scan 6207 (28.223 min) and_Extracted spectrum (28.222

| Scan 6350 (28.768 min) and _Extracted spectrum (28.767 min)

60 65 70 75 50 85
| Library Hit 1/3: octanal and_Extracted spectrum

| Scan 6701 (30.106 min) and_Extracted spectrum (30.106 min)

| Scan 6837 (30.625 min) and _Extracted spectrum (30.625 min)

60 65 70 75 80 85 920
| Library Hit 3/130: TRANS-OCIMENE and Extracted spectrum
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| Scan 6743 (30.266 min) and_Extracted spectrum (30.265 min)

65 70 75 80 85 90
| Library Hit 3/128: limonene and _Extracted spectrum

%

[

| Scan 7441 (32.927 min) and_Extracted spectrum (32.926 min)

60 65 70 75 80 85 90 95 100 105 110 115
| Library Hit 2/61: ? linalool and_Extracted spectrum

| Scan 7627 (33.637 min) and_Extracted spectrum (33.637 min)

60 65 70 75 30 85 9% 95 100 105 110 115 120 125 130 135 140 145
| Library Hit 2/10: ? METHYL OCTANOATE and _Extracted spectrum

| Scan 10787 (45.685 min) and _Extracted spectrum (45.685 min)

..h-lszoLSMJS«lﬁsossﬂlﬁsm 75 8 85 90 95 100 105 110 115 120 125 130 135 140 145 150 155 160 165 170 175 180 185 100 195 200 205 210

| Library Hit 2/244: ? caryophyllene befa and Extracted spectrum

MEMEMSSW‘SSOSS@GSWD 75 80 85 90 95 100 105 110 115 120 125 130 135 140 145 150 155 160 165 170 175 180 185 100 195 200 205 210
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| Scan 13512 (56.074 min) and _Extracted spectrum (56.074 min)

B
5
i

| Scan 5294 (29.238 min) and_Extracted spectrum (29.237 min)

65 70 75 80 85 2
| Library Hit 3/47: PARA-CYMENE and Extracted spectrum

| Scan 5582 (30.643 min) and_Extracted spectrum (30.642 min)

65 70 75 80 85 20 95
| Library Hit 2/128: GAMMA-TERPINENE and Extracted spectrum

| Scan 5012 (32.254 min) and_Extracted spectrum (32.254 min)

70 75 80 85 90 95
| Library Hit 3/36: ? nonanal and _Extracted spectrum

100
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| Scan 6732 (36.255 min) and_Extracted spectrum (36.252 min)

65 70 75 85 20 95
| Library Hit 1/150: alpha-terpineol and_Extracted spectrum

| Scan 7014 (37.631 min) and _Extracted spectrum (37.631 min)

70 75 80 85 90 95 100 105 110 115
| Library Hit 3/79: neral and_Extracted spectrum

Abundance [8922] | Scan 7047 (37.792 min) and_Extracted spectrum (37.791 min)

s

w20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 % 95 100 105 110 115 130 135 130 135 140 145 130 135 160 165 170 175 180 185 150 155
| Library Hit 1/240: LINALYL ACETATE and | Extracted spectrum

,_
g

nlrzosiwssmwsossmss'm 75 80 85 90 95 100 105 110 115 120 135 130 135 140 145 150 155 160 165 170 175 180 185 100 195

| Scan 7115 (38.123 min) and _Extracted spectrum (38.121 min)

I

mzz20 25 30 35 40 45 S50 55 60 65 70 75 $0 85 90 95 100 105 110 115 120 125 130 135 140 145 150 155 160 165 170 175 180 185 190 195 200 205
| Library Hit 1/3: 22 carvone and _Extracted spectrum

=
i

mmzs:mssw‘ss«ssalﬁsm 75 80 85 90 95 100 105 110 115 120 125 130 135 140 145 150 155 160 165 170 175 180 185 190 195 200 205
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Abundance [74.1] | Scan 7829 (41.607 min) and_Extracted spectrum (41.605 min)

w20 25 0 35 40 45 S0 55 0 65 70 75 80 8 90 95 100 105 10 115 130 135 130 135 140 145 150 155 160 165 170 175 180 185 190 195
| Library Hit 6/47: 7? geranyl acetate and_Extracted spectrum

nlg-lﬂ153035404550556ﬂ6570 75 80 85 90 95 100 105 110 115 120 125 130 135 140 145 150 155 160 165 170 175 180 185 190 195

| Scan 8213 (43.481 min) and_Extracted spectrum (43.480 min)

70 75 80 85 90
| Library Hit 3/85: ? dodecanal and _Extracted spectrum

| Scan 7963 (42.261 min) and _Extracted spectrum (42.259 min)

80 85 90 95 100 105 110 115 120 125 130 135 140 145 150 155 160 165
| Library Hit 4/129: ? neryl acetate and_Extracted spectrum

| Scan 5396 (29.736 min) and _Extracted spectrum (29.736 min)
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| Scan 7063 (37.870 min) and _Extracted spectrum (37.872 min)

70 75 30 85 90 95 100 105 110
| Library Hit 1/27: ? GERANIOL and Extracted spectrum

| Scan 3833 (22.110 min) and_Extracted spectrum (22.110 min)

N B8

60 65 70 75 80 85 20
| Library Hit 1/9: 2-methylbutyl acetate and Extracted spectrum

| Scan 4878 (27.209 min) and Extracted spectrum (27.207 min)

e

65 70 75 80 85 20 95
| Library Hit 1/68: myrcene and Extracted spectrum

Abundance [1671] | Scan 6275 (34.025 min) and Extracted spectrum (34.026 min)
100

T5

20 100 110 120 130 140

| Library Hit 1/48: CITRONELLAL and Extracted spectrum

B o2 3 B
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| Scan 6678 (35.991 min) and Extracted spectrum (35.992 min)

70 75 80 85 20 95 100 105 110 115 120
| Library Hit 3/19: ? octyl acefate and Exfracted spectrum

| Scan 6698 (36.089 min) and Extracted spectrum (36.088 min)

20 100 110 120 130 140
| Library Hit 2/62: ? decanal and Exfracted spectrum

| Scan 8901 (46.838 min) and Extracted spectrum (46.838 min)

20 100 110 120 130 140
| Library Hit 1/499: valencene and Exfracted spectrum
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“Espectros estado sobremaduro”

Abundance [273] | Scan 267 (5.429 min) and Extracted spectrum (5.430 min)

miz: 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 3® 4
| Library Hit 1/3: ? ethanol and Extracted spectrum

Abundance [137] | Scan 1994 (12.160 min) and_Extracted spectrum (12,159 min)

miz: 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85
| Library Hit 4/10: ?? methyl propyl cetone (2-pentanone) and Extracted spectrum
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| Scan 2675 (14.756 min) and_Extracted spectrum (14.756 min)

| Scan 2795 (15214 min) and_Extracted spectrum (15.215 min)

35 60 65 70 75 80
| Library Hit 1/4: methyl butyrate and Extracted spectrum

Abundance [885] | Scan 2077 (15.908 min) and _Extracted spectrum (15.909 min)

0
mz 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85
| Library Hit 2/18: ? isoamyl alcohol and_Extracted spectrum
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| Scan 3798 (19.036 min) and_Extracted spectrum (19,037 min)

5 60 6 70 7
| Library Hit 2/3: ?? butyric acid andExtracted spectrum

100

| Scan 3583 (18.218 min) and Extracted spectrum (18.220 min)

55 60 65 70 75 80
| Library Hit 1/15: ethyl lactate and Extracted spectrum

| Scan 5383 (25.081 min) and_Extracted spectrum (25.082 min)

65 70 5 80 85 20
| Library Hit 1/10: methyl caproate and Extracted spectrum
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| Scan 5443 (25.310 min) and_ Extracted spectrum (25.312 min)

55 60 65 0 5 80 85 920
| Library Hit 1/13: methyl 3-hexenoate and Extracted spectrum

| Scan 5901 (27.056 min) and Extracted spectrum (27.055 min)

55 60 65 70 75 80 85 %
| Library Hit 1/6: methyl trans-2-hexenoate and Extracted spectrum

| Scan 6208 (28.226 min) and Extracted spectrum (28.225 min)

55 60 65 70 75 80

| Library Hit 2/19: ? HEXANOIC ACID and Extracted spectrum
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| Scan 6237 (28.337 min) and_Extracted spectrum (28.337 min)

65 T0 75 80 8 %0
| Library Hit 2/11: ethyl hexanoate and_Extracted spectrum

Abundance [1716] | Scan 6625 (29.816 min) and Extracted spectrum (20,815 min)

100

7

0
miz: 55 1] 65 ] s
| Library Hit /15: ? 2-efhyl-1-hexanol and Extracted spectrum

Abundance [134] | Scan 6772 (30.377 min) and Extracted spectrum (30.375 min)

100

75

50

25

0
wz 15 20 70 7 80 85 2 95 100 105 110 115 120 125 130

| Library Hit 3/4: ?? ethyl 2-hexenoate and Extracted spectrum

100

Fo
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| Scan 6743 (30.266 min) and Extracted spectrum (30.263 min)

60 65 n s 80 85 920 9
| Library Hit 3/128: limonene and Extracted spectrum

100

wz 15

| Scan 6981 (31,174 min) and_Extracted spectrum (31172 min)

50 55 60 65 70 75 80
| Library Hit 1/9: ? gamma-hexalactone and Extracted spectrum

100

| Scan 7440 (32.924 min) and _Extracted spectrum (32.923 min)

70 75 80 85 900 05 100 10s 110 115 120 125 130 135 140 145 150 15§
| Library Hit 3/52: ? linalool and_Extracted spectrum.

0
miz: 100 105 110 115 120 125 130 135 140 145 150 155
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Abundance [711] | Scan 7627 (33.637 min) and Extracted spectrum (33.637 min)

100
75
50

25

o
wz 60 65 70 75 80 85 %0 95 100 105 110 115 120 125 130 135 140 145 150 155 160

| Library Hit 2/10: ? METHYL OCTANOATE and Extracted spectrum

20 95 100 105 110 115 120 125 130 135 140 145 150 155 160

| Scan 7924 (34.769 min) and _Extracted spectrum (34.769 min)

65 70 s 80 85 20
| Library Hit 1/5: methyl nicotinate and Extracted spectrum

| Scan 4112 (20.235 min) and_Extracted spectrum (20.235 min)

85 90 95 100 105 110 115 120 125 130 135 140 145 150 155 160 165

| Library Hit 2/6: ? METHYL PENTANOATE and Extracted spectrum

110 115 120 125 130 135 140 145 150 155 160 165
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Abundance [1456]

| Scan 4700 (22.477 min) and_Extracted spectrum (22.477 min)

s5 60 65 70 7
| Library Hit 4/27: ? hexanol and_Extracted spectrum

|Scan 6838 (30.628 min) and_Extracted spectrum (30.627 min)

mz: 60 65 70 8 80 85 90 95

| Library Hit 1/131: delta-3-carene and Extracted spectrum

Abundance [91.2] | Scan 10783 (45.660 min) andExtracted spectrum (45.670 min)

100
75
50

25

0
mzz15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 00 95 100 105 110 115 120 125 130 135 140 145 150 155 160 165 170 175 180 185 190 195 200 205
| Library Hit 3/14: 22 caryophyllene beta and Extracted spectrum

0
wz15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 00 95 100 105 110 115 120 125 130 135 140 145 150 155 160 165 170 175 180 185 100 195 200 205
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“Espectros nectar”

| Scan 1446 (10.071 min) and Extracted spectrum (10.071 min)

65 70 75 80 85 90
| Library Hit 1/5: ? ethyl acetate and_Extracted spectrum

| Scan 2590 (14.433 min) and _Extracted spectrum (14.432 min)

110 120 130 140 150 160 170 180 190 200
| Library Hit 1/5: 2 ACETOIN and Extracted spectrum

| Scan 2743 (15.016 min) and Extracted spectrum (15.017 min)

60 65 70 75 80 85 20
| Library Hit 1/4: methyl butyrate and Extracted spectrum
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| Scan 3652 (18.482 min) and Extracted spectrum (18480 min)

100 10 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260
| Library Hit 3/8: ? butyric acid and Extracted spectrum

100

Abundance [13371] | Scan 5313 (24.814 min) and Extracted spectrum (24.815 min)

mels 20 35 30 35 40 45 30 55 6 65 70 75 8 55 90 95 100 165 10 115 130 135 10 135 140 155 130 135 160 165 10 175 180 185 190 185 300 203
| Library Hit 1/13: methyl caproate and_Extracted spectrum

IIII'ISZCIZSZKISSWASS(ISGGIGS‘W 75 80 8 9 95 100 105 110 115 120 125 130 135 140 145 150 155 160 165 170 175 180 185 190 195 200 205

Abundance [1016] | Scan 5834 (26.801 min) and Extracted spectrum (26.799 min)

100

100 110 120 130 140 150 160 170 180 100 200 20 220 230 240 250 260
| Library Hit 1/6: methyl trans-2-hexenoate and Extracted spectrum

Fo

100

7

Eo
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[es]

Abundance [2751] | Scan 5990 (27,396 min) and Extracted spectrum (27.393 min)

100

5

0
mz: 9% 100 110 120 130 140 150 160 170 180 100 200 210 220 230 240 250 260
| Library Hit 2/18: ? HEXANOIC ACID and Extracted spectrum

0
mwz: 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260

| Scan 6336 (26.715 min) and Extracted spectrum (28,712 min)

60 65 n 5 80 85
| Library Hit 2/8: ?? hexyl acetate and Extracted spectrum

Abundance [1161] | Scan 6688 (30.057 min) and_Extracted spectrum (30.058 min)

100
8
50

25

0
wiz: 15 65 70 75 80 85 90
| Library Hit 4/117: limonene and _Extracted spectrum

100
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Abundance [509] | Scan 6783 (30.419 min) and_Extracted spectrum (30.418 min)

100

MEZOZSMSSMIASS{ISS“IGS"(I 75 80 8 00 05 100 105 110 115 120 125 130 135 140 145 150 155 160 165 170 175 180 185 100 195 200 205
| Library Hit 1/122: delta-3-carene and Extracted spectrum

100

nl:-152025303540455055606570 75 80 8 00 95 100 105 110 115 120 125 130 135 140 145 150 155 160 165 170 175 180 185 190 195 200 205

Abundance [345] | Scan 6916 (30.926 min) and Extracted spectrum (30.924 min)
100

nl:-]5107530354&|455055606570 75 80 85 90 95 100 105 110 115 120 125 130 135 140 145 150 155 160 165 170 175 180 185 190 195 200 205
| Library Hit 1/8: ? gamma-hexalactone and_Extracted spectrum

100

nlr151015303640455055606670 75 80 85 90 95 100 105 110 115 120 125 130 135 140 145 150 155 160 165 170 175 180 185 190 195 200 205

Abundance [807] | Scan 7386 (32.718 min) and_Extracted spectrum (32.717 min)
100

wrlsmzssosswﬁsosswas'm 75 80 85 90 95 100 105 110 115 120 125 130 135 140 145 150 155 160 165 170 175 180 185 190 195 200 205
| Library Hit 3/55: ? linalool and_Extracted spectrum

100

lllr]51015303540455055606570 75 80 85 90 95 100 105 110 115 120 125 130 135 140 145 150 155 160 165 170 175 180 185 190 195 200 205
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| Scan 10734 (45.483 min) and_Extracted spectrum (45.481 min)

100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220
| Library Hit 2/275: ? caryophyllene beta and Extracted spectrum

Im/z:

Abundance [670] | Scan 11868 (49.806 min) and_Extracted spectrum (49.807 min)

100
75

50

wz $0 00 100 110 130 130 140 150 160 170 180 100 200 210 230 230 240 250 260
| Library Hit 1/4: ? ethyl laurate and_Extracted spectrum
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“Cromatograma de la mezcla de alcanos utilizada en la determinacién de los indices de
retencion lineal (LRI)”
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