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GLOSARIO NOTAS OLFATIVAS

AZUFRADA: Término usado para describir la sensacion percibida por el sentido del olfato

como pungente e irritante asociado con el aroma del huevo, el coliflor o los esparragos.

BLACK-CURRANT: Término usado para describir la caracteristica olfativa asociada con

la grosella negra (Ribes nigrum L.).

CARAMELO: Término usado para describir la caracteristica olfativa derivada de la

coccion del azucar.

FRESCA: Término usado para describir productos que se encuentran en estado natural y

que derivan connotaciones refrescantes asociadas al mentol.

FRUTAL.: Término usado para describir la caracteristica de sabor y olor de las frutas, el

cual puede estar asociado a una fruta en particular.

ESPECIADA: Término usado para describir la sensacion olfativa de condimentos o
especies.

GRAPEFRUIT: Término usado para describir la caracteristica olfativa de la toronja (Citrus

paradisi), que algunas veces se asocia con el aroma del sudor humano.
METALICA: Término usado para describir un aroma que recuerda percepciones metalicas

RANCIO-QUESO: Término usado para describir la caracteristica olfativa de los quesos

maduros.

VERDE: Termino usado para describir la caracteristica olfativa derivada de cortar hierba o

macerar hojas.

VIOLETA: Término usado para describir la fragancia caracteristica de las violetas
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RESUMEN

En esta tesis se presenta el estudio quimico del aroma de dos variedades de guayaba colombiana
(Psidium guajava L.), regional roja y regional blanca, mediante el uso de una metodologia analitica
sistematica que contempla los siguientes pasos: 1. extraccion suave de los compuestos volatiles por
SAFE (Solvent Assisted Flavor Extraction); 2. deteccion de las zonas activas olfativamente por
cromatografia de gases acoplada a olfatometria (CG-O) y aplicacion del AEDA (Aroma Extract
Dilution Analysis); 3. identificacion por comparacion de las propiedades cromatograficas,
espectrales y olfativas con sustancias de referencia; 4. cuantificacion mediante el uso de estandares
marcados isotépicamente (SIDA); y 5. verificacion de los resultados analiticos por recombinacion y
determinacion de los compuestos impacto por ensayos de omisién. La extraccion SAFE fue
complementada con el andlisis del headspace de las frutas, para obtener informacién de aquellos

compuestos de alta volatilidad.

Esta metodologia permitié la deteccién de 52 zonas activas olfativamente y 34 zonas con actividad
olfativa en los extractos de aroma de la variedad roja y blanca, respectivamente. Entre estos
compuestos volatiles, 17 en la variedad roja y 13 en la variedad blanca se caracterizaron como los
de mayor influencia en el aroma de estas frutas ya que presentaron valores de FD iguales o

superiores a 32.

Para la identificacion inequivoca de los compuestos responsables de esta actividad olfativa, se
necesitaron las correspondientes sustancias de referencia, que para algunos compuestos requirio de
su sintesis estereoespecifica. En este mismo sentido, el uso de la CGMD-EM constituyé una valiosa
herramienta para la identificacion de 9 compuestos nuevos en el aroma de la guayaba, presentes a
nivel de trazas y cuyo aporte olfativo es importante para el aroma de esta fruta.. Entre estos
compuestos se destaca la presencia del 3-sulfanilhexanol (43% 3R y 57% 3S) y del acetato de 3-
sulfanilhexilo (42% 3R y 58% 3S) y de los epimeros (2R, 3S) y (2S, 3S) del 2-hidroxi-3-

metilpentanoato de metilo (3:2).

Asi se establecié que los compuestos de mayor actividad olfativa en el aroma de las dos variedades
de guayaba son (en orden de elucién cromatogréfica): butanoato de etilo (frutal), hexanal (verde),
(2)-3-hexenal (verde), metional (papa cocida), 4-metoxi-2,5-dimetil-3(2H)-furanona (dulce),
acetato de 3-sulfanilhexilo (grapefruit), 3-sulfanil hexanol (black-currant), trans-4,5-epoxi-(E)-2-

decenal (metélica), 4-hidroxi-2,5-dimetil-3(2H)-furanona (dulce), acetato de cinamilo (floral), 3-
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hidroxi-4,5-dimetil-2(5H)-furanona (especiado) y alcohol cinamilico (floral). En el aroma de la
variedad roja también son importantes por su contribucion al aroma los compuestos: acetaldehido,

(2R, 39) y (2S, 3S)-2-hidroxi-3-metilpentanoato de metilo, benzoato de metilo y benzoato de etilo

La cuantificacion de estos componentes mediante SIDA vy la relacion de la concentracion con el
valor umbral de olor de cada analito permitio establecer los valores OAV, los cuales indican el
aporte efectivo al aroma global de la fruta de cada componente activo olfativamente y por ende las
diferencias en la influencia olfativa de cada uno de los compuestos voléatiles en el aroma de las dos
variedades. Asi, se determiné que el componente mayoritario en el extracto de aroma de las dos
variedades fue el (Z)-3-hexenal, cuyo OAV es de 57000 en la variedad roja y de 17000 en la
variedad blanca. En vista de la importancia olfativa de este compuesto el efecto de la
homogenizacion y el tiempo de extraccidn en su generacion y la de otros aldehidos Cg fue evaluada.
Se encontr6 que a mayor homogenizacion de la pulpa se libera una mayor cantidad de (2)-3-

hexenal.

En el aroma de la guayaba roja ademas del (Z)-3-hexenal, el 3-sulfanil-1-hexanol, acetato de 3-
sulfanilhexilo, hexanal, butanoato de etilo y acetaldehido, presentaron los mayores valores de OAV.
En la variedad blanca, los mayores OAV fueron para los compuestos (Z)-3-hexenal, acetato de 3-
sulfanilhexilo, hexanal, 3-sulfanil-1-hexanol, butanocato de etilo, acetaldehido y 4-hidroxi-2,5-
dimetil-3(2H)-furanona.

Finalmente mediante ensayos de recombinacion y omision, se logro establecer que los compuesto
impacto del aroma de la guayaba regional roja y blanca son: hexanal y (Z)-3-hexenal responsables
de la nota verde, acetato de 3-sulfanilhexilo y 3-sulfanil hexanol responsables de las notas
grapefruit y black-currant respectivamente, butanoato de etilo responsable de la nota frutal, 4-
hidroxi-2,5-dimetil-3(2H)-furanona responsable de la nota dulce y acetato de cinamilo responsable

de la nota floral.

Adicionalmente se evalud el efecto de la maduracién en la distribucion de los compuestos activos
olfativamente en el aroma de la guayaba. En las dos variedades se observé el mismo
comportamiento en cuanto a la disminucion en el contenido de aldehidos Cg, en contraste con el
aumento de ésteres y compuestos furanicos con el transcurso de la maduracion. También se
establecio que el contenido de los compuestos azufrados 3-sulfanilhexanol y acetato de 3-

sulfanilhexilo depende del grado de madurez de la fruta.
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SUMMARY

This work on the aroma of pink and white guava fruits provided an example of a systematic
approach for the identification of the key odorants in food. Following the steps: 1) gentle isolation
of volatiles, 2) gas chromatography-olfactometry and aroma extract dilution analysis (AEDA), 3)
exact quantitation of odorants with high FD-factors by stable isotope dilution analysis (SIDA), 4)
calculation of odor activity values (OAVs), 5) aroma reconstitution, and omission tests, was
possible to identify the key aroma compounds in both varieties. SAFE extraction was
complemented with headspace extraction.

We obtained 52 and 34 odor active regions in red and white guavas respectively. 17 compounds in
red fruits and 13 in white fruits were the most important in each fruit because their FD values were
higher than 32.

The identification of odor active compounds was made by comparison reference substances which
were synthesized in some cases stereospecifically. GCMD-ME was a tool to identify 9 new
compounds in guava aroma, which were present in very low amounts but with an important flavor.
This compounds are 3-sulfanyl-1-hexanol (43% 3R y 57% 3S), 3-sulfanylhexyl acetate (42% 3Ry
58% 3S), methyl (2R, 3S)-2-hydroxy-3-methylpentanoate and methyl (2S, 3S)-2-hydroxy-3-
methylpentanoate  (3:2), methional, trans-4,5-epoxy-(E)-2-decenal, trans-4,5-epoxy-(E)-2-
undecenal, (Z)-1,5-octadien-3-one and 3-hydroxy-4,5-dimethyl-2(5H)-furanone.

The results of the identification experiments in combination with the FD factors revealed ethyl
butanoate (fruity), hexanal (grassy), (Z)-3-hexenal (grassy), methional (potato), 4-methoxy-2,5-
dimethyl-3(2H)-furanone (sweet), 3-sulfanyl acetate (grapefruit), 3-sulfanyl-1-hexanol (black-
currant), trans-4,5-epoxy-(E)-2-decenal (metalic), 4-hydroxy-2,5-dimethyl-3(2H)-furanone (sweet),
cinnamyl acetate (floral), 3-hydroxy-4,5-dimethyl-2(5H)-furanone (especiado) and cinnamyl
alcohol (floral) as important aroma contributors in both fruits. In red flesh fruit are also important
methyl (2R, 3S)-2-hydroxy-3-methylpentanoate and methyl (2S, 3S)-2-hydroxy-3-

methylpentanoate, methyl benzoate and ethyl benzoate.

Seventeen aroma-active volatiles were quantified by stable isotope dilution assays (SIDA). On the
basis of the quantitative data and odor thresholds in water, odor activity value. (OAV: ratio of

concentration to odor threshold) were calculated. High OAVs were determined for the green, grassy
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smelling (Z)-3-hexenal and the grapefruit like smelling 3-sulfanyl-1-hexanol followed by 3-
sulfanylhexyl acetate (black currant like).

Studies on the time course of odorant formation in guava puree or cubes, respectively, showed that
(2)-3-hexenal was hardly present in the intact fruits, but was formed very quickly during crushing.
The aroma of fresh guava fruit cubes, which showed a very balanced aroma profile was successfully
mimicked in a reconstitute consisting of 13 odorants in their naturally occurring concentratios.
Omisision test, in which single odorants were omitted form the entire aroma reconstitute, revealed
(2)-3-hexenal, 3-sulfanyl-1-hexanol, 4-hydroxy-2,5-dimethyl-3(2H)-furanone, 3-sulfanylhexyl
acetate, hexanal, ethyl butanoate, cinnamyl acetate and methional as the key aroma compounds in

pink and white guavas.

Quantitation of selected aroma compounds followed by aroma re-engineering experiments finally
showed that the set of key aroma compounds in the white guavas was virtually the same as that in
pink guavas, but odorant concentrations showed some differences. White guavas exhibited higher
amounts of sweet caramel-like 4-hydroxy-2,5-dimethyl-3(2H)-furanone, but lower values for the
majority of other important aroma contributors, including 3-sulfanyl-1-hexanol and 3-sulfanylhexyl

acetate, responsible for the characteristic sulfury-tropical aroma note

Additionally, changes of odour-active compounds in two varieties of Colombian guava
(Psidium guajava L.) fruits during their ripening were followed by stable isotopic dilution
analysis (SIDA). A typical behavior for the production of volatile compounds during the
ripening process was found. Thus, the concentration of Cg-aldehydes, as well as, the
amount of sulfur compounds 3-sulfanylhexyl acetate and 3-sulfanyl-1-hexanol decreased
while the concentration of aliphatic esters and furanic compounds increased during this
process. The comparison between odor active values (OAVs) was introduced as a tool to
establish changes in odor active compounds during ripening. The OAVs showed that even
the amount of Cg-aldehydes decreased during ripening, their sensory contribution to the
overall aroma of guava was the most important in all the ripening stages, followed by the
contribution of thiol compounds. The changes in odour-active compounds in white- and
pink-fleshed guavas showed the same behavior, even when the fruits were analyzed after in

situ and postharvest ripening.
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INTRODUCCION

En la actualidad la globalizacion de los mercados ha permitido que las frutas tropicales
Ileguen a los paises subtropicales, cautivando importantes posibilidades del mercado para
los paises productores. Para un pais como Colombia, clasificado entre los de mayor
biodiversidad en el mundo y uno de los cinco principales productores de frutas tropicales,
estas posibilidades motivan el desarrollo de investigaciones en pro del conocimiento y

aprovechamiento de las especies nativas.

El Grupo de Aditivos Naturales de Aroma y Color (GANAC) ha enfocado sus esfuerzos en
el estudio de especies frutales priorizadas por el Ministerio de Agricultura y Desarrollo
Rural con el fin de ofrecer alternativas para el aprovechamiento y el desarrollo de productos
innovadores con valor agregado a partir de estas especies. Es asi como la presente tesis
doctoral estd enmarcada en el programa de investigacion “Desarrollo de productos
funcionales promisorios a partir de la guayaba para el fortalecimiento de la cadena
productiva” y especificamente en el proyecto “Desarrollo de aditivos naturales de aroma y

color a partir de frutas de guayaba”.

En nuestro pais la guayaba regional roja y regional blanca se producen de manera silvestre
en pequefas unidades de economia campesina con areas menores a 2 Ha, en diversos
ecosistemas andinos que van desde el nivel del mar hasta los 1900 m.s.n.m. Los
departamentos de mayor produccién de guayaba son: Santander, Boyaca, Tolima, Meta y
Valle del Cauca; entre ellos, el departamento de Santander posee el mayor numero de
hectareas cultivadas (4132 Ha) con una produccion anual que alcanza las 41.000 toneladas

y que constituyen un 30,57% de la produccién nacional.*

Una de las zonas de mayor produccién de guayaba en Colombia estd ubicada en el
agroecosistema de la Hoya del Rio Suarez conformado por 16 municipios entre los cuales
se destacan: Velez, Guavata, Barbosa, Puente Nacional y Moniquird donde se cultiva
principalmente las variedades regional roja y regional blanca.? La mayoria de las
plantaciones de guayaba de esta region son artesanales o de subsistencia, es decir, que no

son tecnificadas y se enmarcan en una economia campesina, donde buena parte de la mano



14

de obra es familiar. Los excedentes o ganancias por la venta de la fruta son bajos y no
acumulables debido a la baja calidad de la fruta y a que la produccion de guayaba sale

regularmente en una misma época del afio lo que ocasiona algunas veces una sobre oferta.?

La calidad organoléptica de la guayaba se afecta significativamente durante el manejo
poscosecha, bien sea en la recoleccion, el transporte o el almacenamiento que reducen su
vida til. Las pérdidas en todo el proceso de comercializacion alcanzan valores de alrededor
de un 8% al 15% del total de la carga.’

Tradicionalmente, la guayaba que no se consume en fresco se emplea en la fabricacion del
bocadillo, aprovechando sus caracteristicas fisico-quimicas (contenido de solidos solubles
pectina) y sus caracteristicas organolépticas (aroma y sabor). Sin embargo, no toda la fruta
es util para este proceso, pues dependiendo del estado de madurez de la misma se tendra
diferente contenido de pectina y de aroma. Asi se ha observado que las guayabas verdes o
pintonas no son aptas porque no han desarrollado el aroma, el color ni la cantidad de
pectina adecuados para su procesamiento, mientras que las frutas sobremaduras producen

una pasta de consistencia blanda.*

Entre los pardmetros de calidad el cambio en el aroma es evidente, razén por la cual es
necesario conocer su composicion y asi ofrecer posibles alternativas de manejo tecnolégico
para preservar las propiedades sensoriales de la fruta. Con estos antecedentes, al comenzar
el presente estudio, se propusieron como objetivos especificos analizar cualitativa y
cuantitativamente los componentes volatiles con actividad olfativa presentes en el aroma de
la guayaba (Psidium guajava) variedad regional roja y regional blanca provenientes de la
Hoya del Rio Suarez y evaluar la influencia del estado de madurez en la produccion de

estos compuestos.

Actualmente, en quimica de aromas es bien aceptado que solo un limitado numero del total
de componentes volatiles presentes en un alimento son responsables de su aroma. Es por
ello que el estudio minucioso del aroma involucra multiples etapas que emplean como

factor determinante el aporte sensorial de los constituyentes al aroma total del alimento.’ En
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este sentido implementar el uso de una metodologia sisteméatica en el grupo de

investigacion GANAC se convirtio en una necesidad. Es asi como el desarrollo de la

presente tesis doctoral permitid la adecuacion del equipo SAFE para la extraccion de

volatiles, el perfeccionamiento de los analisis por CG-O y AEDA y la implementacion de

ensayos de recombinacion y omision en nuestro grupo de investigacion, para confirmar la

influencia olfativa de los compuestos volatiles en el aroma de un alimento.

Referencias

1.

AGRONET, 2009. www.agronet.gov.co. Exportaciones del sector agropecuario 1991-2009.

Guayabas frescas 0 secas. Consultada en octubre de 2009.

CCl, 2009. www.cci.org.co/publicaciones. Produccion de guayaba y sus usos. Consultada en octubre
de 2009.

CCI, 2009. www.cci.org.co/publicaciones. Actividades en la comercializacién de la guayaba.
Consultada en octubre de 20009.

CCI, 2009. www.cci.org.co/publicaciones. Bocadillo, dulce tradicional a partir de la guayaba.

Consultada en octubre de 2009.
Molyneux, R..J:, Schieberle, P., Compound identification: A Journal of Agricultural and Food
Chemistry perspective. J. Agric. Food Chem., 2007, 55, 4625-4629.


http://www.agronet.gov.co/
http://www.cci.org.co/publicaciones
http://www.cci.org.co/publicaciones
http://www.cci.org.co/publicaciones

16

1. ESTADO ACTUAL DEL TEMA
1.1 EL AROMA DE LAS FRUTAS

Las frutas poseen caracteristicas de aroma, sabor y textura tipicas, las cuales son generadas
por diversas rutas metabdlicas durante los procesos de maduracion (Reineccius, 2006). Esta
combinacion de las sensaciones percibidas por los sentidos olfativo, gustativo y trigeminal
y la respuesta del proceso cognitivo que de estas sefiales se realice se denomina flavor®
(Holley, 2006; Reineccius, 2006). De este conjunto de percepciones la mas importante es el
aroma, sin la cual es muy dificil identificar el flavor de un alimento; por este motivo el
estudio del flavor se ha concentrado en la busqueda e identificacion de los componentes

volatiles responsables de esta percepcion sensorial.

El aroma de un alimento es una mezcla compleja de compuestos volatiles en una variedad
de proporciones que exhiben diferentes estructuras y que son generados durante los
procesos de maduracion, almacenamiento o procesamiento. Es asi como su estudio
constituye un aporte valioso al conocimiento y desarrollo de procesos bioldgicos y/o
tecnoldgicos, como por ejemplo: la determinacion de rutas involucradas en la biogénesis de
compuestos volatiles; la definicion de los mejores estadios de cosecha; o el establecimiento
de las mejores condiciones del manejo poscosecha. Asi mismo, con estos estudios es
posible establecer las variables que favorecen la produccion u omision de ciertos

compuestos volatiles con miras a mejorar la calidad sensorial de los productos obtenidos.

Como parte del estudio de la composicion del aroma de diversos alimentos, se han
publicado listados de centenares de compuestos volatiles; sin embargo, solo un ndmero
limitado de estos componentes pueden ser considerados como compuestos volatiles
activos olfativamente (odor-active volatiles) por cuanto se encuentran en una
concentracion superior a su valor umbral de olor (odor-threshold), es decir en una
concentracion superior a la minima necesaria para ser detectados por el sentido del olfato
humano. Entre estos compuestos pueden existir algunos que por si mismos recuerdan el

aroma de la fruta o del alimento y se denominan compuestos impacto (character impact

1. Flavor: término del idioma ingles usado para definir la sensacion simultanea causada por los sentidos
trigeminal, del gusto y el olfato. No tiene equivalente en espafiol.
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aroma compounds) (Belitz, et al, 2009) y otros que se generan durante el procesamiento y
que causan una nota sensorial desagradable en el aroma global, los cuales se denominan
compuestos off-flavor. Estos Gltimos usualmente se constituyen en tema de investigacion
ya sea para establecer las causas de su formacion o para buscar soluciones que permitan
eliminar su influencia olfativa, ya que a pesar de estar en muy baja cantidad y muchas

veces no ser detectados por métodos instrumentales, su influencia sensorial es significativa.

La deteccion de los componentes activos olfativamente puede hacerse mediante el sentido
del olfato (ortonasal) o del gusto (retronasal). El valor umbral de olor esta afectado por la
presion de vapor del compuesto y estd relacionado con la composicion de la matriz del
alimento. Asi, estos valores se determinan en un medio de disolucidén que represente la
matriz original (Holley, 2006). Entre los medios mas comunes para determinar valores
umbral de olor se encuentran el agua, el aire, el aceite, las soluciones etandlicas, etc. Para
este fin un grupo de panelistas entrenados determinan la minima concentracién necesaria
para percibir el aroma del analito usando una prueba de analisis sensorial triangular. En la
tabla 1.1 se presentan algunos ejemplos de valores de umbral de olor de compuestos

volatiles en agua y su comparacién con los correspondientes valores determinados en aire.

Tabla 1.1. Valores umbral de olor de ciertos compuestos volatiles en agua y en aire.
(Tomado de: Belitz, et al, 2009)

Compuesto Valor umbral de olor
Enagua (ug/L) | Enaire (ng/L)
[-Damascenona 0,002 0,003
Metional 0,2 0,12
3-Metilisoborneol 0,03 0,009
2-Acetil-1-pirrolina 0,1 0,02
4-Vinilguayacol 5 0,6
Linalol 6 0,6
Vainillina 20 0,9
4-Hidroxi-2,5-dimetil-3(2H)-furanona 30 1,0
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Este ejemplo ilustra las diferencias entre los valores de umbral de olor de diferentes
compuestos en la misma matriz, los cuales varian en un amplio rango de 6rdenes de
magnitud. Ademas, los datos muestran que la mayoria de los valores de umbral de olor son
mucho mas bajos en aire que en agua debido a que los compuestos fueron analizados en un
estado completamente vaporizado (Belitz, et al 2009). También se puede observar como
compuestos polares como la 4-hidroxi-2,5-dimetil-3(2H)-furanona, la vainillina y el linalol
requieren de una mayor concentracion para ser detectados en agua con respecto a su valor
umbral en aire. En general puede decirse que el valor umbral de olor depende del medio en
el que se determina, del protocolo de ensayo y de la capacidad de los panelistas, motivo por
el cual estos valores generalmente se expresan en un rango y son de uso limitado
Unicamente a productos estudiados bajo las mismas condiciones en las que fueron
ensayados (Noble, 2006).

1.2 METODOS DE ANALISIS DE COMPUESTOS ACTIVOS OLFATIVAMENTE

El estudio del aroma comprende varios factores que constituyen un reto analitico. Entre
estos factores se encuentran la baja sensibilidad de la instrumentacién analitica comparada
con la alta sensibilidad del sentido del olfato, el cual tiene un limite de deteccion tedrico
cercano a 10™°moles (Reineccius, 2006), nivel mucho menor que cualquier detector
instrumental, lo cual sumado al amplio rango de concentraciones en las cuales se
encuentran los componentes responsables del aroma (0,1-15mg/kg), la diversidad de
funciones quimicas, el gran nimero de componentes y la inestabilidad de algunos analitos,
conllevan a que un solo método de separacion o analisis no sea suficiente para proveer un

panorama completo de los componentes responsables del aroma.

Ademas, estas caracteristicas hacen que el analisis de todos los componentes del aroma de
un alimento merezcan un estudio “bioguiado” para enfocar los esfuerzos de identificacion y
cuantificacion en aquellos componentes volatiles capaces de interactuar con las proteinas
receptoras en el bulbo olfativo humano y determinar asi los compuestos activos
olfativamente y diferenciar aquellos que son clave en el aroma del alimeto (Molyneux y
Schieberle, 2007).



19

El uso de la metodologia sistematica implementada en el Instituto de Quimica de Alimentos
(DFL) de la Universidad Tecnoldgica de Munich (Alemania) por el grupo del profesor Dr.
Peter Schieberle, ha permitido establecer con éxito la identidad y la cantidad de los
compuestos responsables del aroma de diversas frutas y alimentos. Dicha metodologia
contempla los siguientes pasos: 1. Extraccion suave de los componentes volatiles mediante
SAFE; 2. deteccidn de las zonas activas olfativamente por CG-O y AEDA,; 3. Identificacion
de los compuestos, 4. cuantificacion y 5. ensayos de recombinacién y omision (Schieberle,

1995). Estas etapas metodologicas se describiran brevemente a continuacion.

1.2.1 Extraccion de compuestos volatiles. La seleccién de un método de extraccion
depende del propdésito del estudio del aroma. Por ejemplo, si se busca determinar un
componente off-flavor el proceso de extraccion se enfocard en la obtenciéon de dicho
analito; mientras que si el objetivo es establecer el aroma global del alimento se requerira
de una o varias técnicas que representen lo mas cercanamente posible el aroma global; o si
se desea analizar el aroma de un producto como el té o el café se debe involucrar un método

que utilice tratamiento térmico.

El anélisis de los compuestos de un aroma comienza con la separacion de la fraccion volatil
a partir del alimento. Para el estudio del aroma global, es imprescindible que el aroma del
extracto sea idéntico o al menos muy similar al del alimento objeto de estudio y que no
haya cambiado por transformaciones térmicas o enzimaticas. De tal forma que mediante
una evaluacion olfativa primero se debe confirmar que el extracto obtenido cumpla esta

condicion antes de hacer cualquier otro andlisis quimico (Schieberle, 1995).

Entre las técnicas cominmente usadas se pueden contar procesos de concentracion del
headspace (HS), extraccion por procesos de absortividad y métodos con solventes por

extraccion o destilacion.

Las tecnicas de concentracion del HS y los procesos de absortividad como la MEFS
dependen de la volatilidad y de los coeficientes de particion del analito entre la fase gaseosa

o la fase de extracciéon y la matriz del alimento. A mayor coeficiente de particion, mayor
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sera la extraccion del analito. En el caso de la MEFS la eficiencia de la extraccion también
depende de la relacion de fase, es decir la relacion de la cantidad de analito en la fase
acuosa y la cantidad de analito en la fase de extraccion.

El procedimiento para headspace consiste en colocar una cantidad de muestra en un vial
herméticamente sellado a una temperatura determinada durante un tiempo en el que se
alcanza un equilibrio entre los volatiles en la matriz del alimento y la fase gaseosa. Un
volumen determinado de esta fase gaseosa se toma con una jeringa, que se inyecta en un
cromatografo de gases equipado con un puerto de inyeccidon criogenico en el que se
concentran los componentes volatiles y que luego se transportan a la columna por una

corriente de gas de arrastre (Figura 1.1).

o

Muestra

Septum

Jeringa

Inyector

Tubo de vidrio hidrofébico
Gas de arrastre (He)
Sistema de purga y trampa
Trampa criogenica

. Sistema cromatogréafico
10. Puerto de olfaccion

10 11. FID

©ooNOo R WDR

Figura 1.1 Esquema del equipo para extraccién de componentes volatiles por headspace.
(Tomado de Belitz, et al 2009)

El alto volumen de gas inyectado y el alto contenido de vapor de agua hacen que la
separacion cromatogréafica sea poco eficiente y sélo los componentes mayoritarios sean
detectados por el sistema de deteccion, que generalmente es FID, EM u olfatometria. Este
método es muy Util en la determinacion de analitos de alta volatilidad, como metanotiol o
acetaldehido, los cuales se pierden durante los procesos de extraccion y concentracion o

coeluyen con el solvente durante el analisis cromatografico.
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El método HS-MEFS, desarrollado por Pawliszyn y colaboradores (Pawliszyn, 1997,
Kataoka et al, 2000) consiste en el uso de un material (absorbente o adsorbente) que se
ubica en el headspace de la muestra o se sumerge directamente en la muestra. Los
compuestos asi retenidos son liberados del material por tratamiento térmico y un flujo de

gas en el puerto de inyeccion de un CG como se muestra en la figura 1.2.

1. Jeringay fibra para MEFS
2. Vial con muestra
6 3. Bafio termostatado
4. Puerto de inyeccion
- r‘! ®| 5. Sistema cromatogréafico
wis 3K

Detector

Figura 1.2 Esquema del equipo para extraccién por HS-MEFS.
(Tomado de: Reineccius, 2006)

Como una de las principales ventajas de la técnica de MEFS se tiene que no requiere el uso
de alta temperatura o presion, ni de solventes o equipo sofisticado para la extraccion de la
fraccion volatil de un alimento (Eisert y Pawliszyn, 1997). Los resultados obtenidos por
MEFS dependen de la composicion de la matriz y de las condiciones del proceso de
extraccion tales como: el tipo de material usado para la retencion de componentes volatiles,
la forma de muestreo (en el headspace de la muestra (HS-MEFS) o por inmersion directa),
la temperatura y el tiempo de exposicion de la fibra, entre otras. La optimizacion de estos
parametros incrementa la sensibilidad y el porcentaje de recuperacion de los analitos; sin
embargo, cada cambio en los parametros de extraccion tiene un efecto en la velocidad de
division y de adsorcion, lo cual tendra una influencia en la reproducibilidad y repetibilidad
de la extraccion (Pawliszyn, 1997). La incorporacion de un estandar interno en la matriz de
andlisis y el uso de tiempos de muestreo constantes, usualmente conlleva a buenas

correlaciones cuantitativas (Harmon, 2002). Actualmente se han desarrollado diversos
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métodos de calibracion para el andlisis cuantitativo de muestras ambientales, de alimentos y

muestras bioldgicas (Ouyang y Pawliszyn, 2008).

Sin embargo, los métodos de extraccion por HS y HS-MEFS son selectivos, razén por la
cual los extractos asi obtenidos muchas veces no son representativos del aroma global del
alimento bajo estudio. En general las técnicas aplicadas para la extraccion de componentes
de aroma no deben discriminar ninglin componente, las condiciones de extraccién no deben
alterar la estructura original del aroma y los componentes no volatiles deben ser

completamente removidos del extracto (Engel et al, 1999).

Un método de extraccion que cumple estos requisitos, es la extraccién con solventes. Entre
los métodos con solventes se destacan el uso de la extraccion L-L (Drawert y Rapp, 1968) y
la destilacion por arrastre con vapor extraccion simultanea con solvente organico (DES)
(Flath y Forrey, 1977). Estos métodos presentan dificultades en alimentos ricos en lipidos,
pues junto con los componentes volatiles se extrae una gran cantidad de triglicéridos,
fosfolipidos y ceras que producen un extracto de aroma con una base lipidica, lo cual
impide la concentracion efectiva de los compuestos de aroma y su posterior analisis

cromatografico (Reineccius, 2006).

Por esta razon el uso de la extraccion con solventes se ha combinado con procesos de
destilacion a alto vacio, con el fin de transferir los componentes volatiles del alimento por
accion del vacio a una serie de trampas frias donde son condensados, logrando remover asi
el material no volatil (Schieberle, 1995). Es asi como Engel y colaboradores disefiaron un
equipo de extraccién que involucra la destilacion a presion reducida de un extracto
organico del alimento, lo cual elimina el calentamiento de la muestra o el solvente y
permite obtener extractos libres de sustancias no volatiles especialmente acidos grasos y
pigmentos (Engel, et al, 1999). En la figura 1.3 se presenta el diagrama de este equipo

conocido comunmente como SAFE (Solvent Assisted Flavor Extraction).



23

15

Frrrni
912 3& 5cm

Figura 1.3. Esquema del equipo para extraccion de aroma asistida por solvente (SAFE).
(Tomado de: Engel, et al, 1999)

El equipo SAFE consta de un embudo de adicién (4), una trampa fria (6) y una cabeza
central (2) de la cual se desprenden dos tubos de vidrio (11 y 12) equipados con una
seccidén esmerilada (17), a la cual se conectan herméticamente dos balones. El baldn
conectado al extremo del embudo de adicion se coloca en un bafio termostatado a 40°C,
mientras que el segundo balon conectado a la trampa fria se coloca sobre un bafio con
nitrégeno liquido. La cabeza y los tubos de vidrio se encuentran completamente
termostatados a 40°C con agua que ingresa hasta el fondo de los tubos de vidrio mediante
tubos de polietileno (15) asegurando una temperatura homogénea. El equipo se conecta por
el extremo 18 a una bomba de alto vacio a una presién de 107 Pa.

La destilacion se inicia cuando desde el embudo de adicidn se dejan caer gotas que debido a
la presion se atomizan. Los volatiles y el solvente son transferidos por medio del tubo 3a
dentro de la cabeza de destilacion (2) El destilado, a través del tubo 3b entra en el balén
donde el solvente y los componentes volatiles son condensados por accion del nitrégeno
liquido. De esta forma se obtiene un extracto incoloro, libre de componentes no volatiles

que usualmente posee el olor caracteristico del alimento.
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Como se observa tanto los métodos de concentracion del headspace, como de absortividad
y extraccion con solventes son complementarios entre si, pues dada la variedad de la
naturaleza quimica de los componentes responsables del aroma, cada técnica puede extraer
diferentes componentes cuyo aporte al aroma debe ser caracterizado. En este trabajo se

utilizaron las tres metodologias para el estudio del aroma de la guayaba.

1.2.2 Deteccion de las zonas activas olfativamente por CG-O y AEDA. En la pasada
década, el estudio del aroma ofrecia como resultado listados de cientos de componentes
volatiles. Sin embargo, actualmente las investigaciones en quimica de aromas se han
enfocado solo sobre aquellos componentes que aportan una nota olfativa al aroma global
del alimento bajo estudio, es decir aquellos que se encuentran en concentraciones

superiores a su valor umbral de olor.

Para ello es necesario hacer un screening del extracto de aroma, el cual se logra mediante el
analisis por CG-Olfatometria (CG-O) en por lo menos dos fases estacionarias diferentes.
Convencionalmente un CG posee un sistema de deteccion instrumental, sin embargo en el
CG-O este sistema es dual, por cuanto se conserva la deteccion instrumental (FID) y se
adiciona un segundo detector, el cual no es mas que la nariz de un panelista entrenado
permitiendo asi establecer una relacion entre la sefial instrumental y la percepcion olfativa
(d"Acampora Zellner, et al, 2008; Acree y Bernard, 1994; Mayol y Acree, 2001). Dado que
la respuesta del FID es proporcional al numero de enlaces C-C, mientras que la respuesta
del olfato esta relacionada con el entrenamiento y capacidad olfativa del panelista, es
posible observar que sefiales imperceptibles por el FID posean una nota olfativa importante
en el aroma, 0 que algunas sefiales intensas en el FID no posean ninguna nota olfativa

reconocible por el olfato humano (Reineccius, 2006).

Es por ello que el analisis por CG-O constituye una herramienta invaluable en la
identificacion certera de ciertos isomeros cuya comparacion de los datos cromatograficos
(IR) y espectrales (EM) con sustancias de referencia no basta para lograr este proposito.

Como ejemplo, en la figura 1.4 se observa que los espectros de masas e indices de retencion
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en dos fases estacionarias de las pirazinas isoméricas 2-metoxi-3,5-dimetilpirazina y 3-

metoxi-2,5-dimetilpirazina, son idénticos y practicamente indistinguibles.
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Figura 1.4 Espectro de masas (IE) de las pirazinas isoméricas: A. 2-metoxi-3,5-
dimetilpirazina y B. 3-metoxi-2,5-dimetilpirazina. (Tomado de: Molyneux y Schieberle,
2007)

En este caso solo mediante las diferencias en las cualidades de aroma de estos isomeros se
logré la identificacion correcta. Mientras que el isbmero A presenta una alta actividad
sensorial marcada por un bajo valor de umbral de olor (0,001ng/L en aire) y una nota
olfativa descrita como aroma terroso, el isbmero B posee una menor actividad sensorial
(valor de umbral de olor 56 ng/L en aire) y exhibe una nota olfativa que recuerda el aroma

de las arvejas (Czerny y Grosch, 2000).

La percepcion del aroma en el eluyente cromatogréafico depende de varios factores tales
como la cantidad de alimento extraido, el grado de concentracion de la fraccion volatil y la
cantidad de muestra separada por CG. Estas limitaciones pueden ser eliminadas mediante
un analisis por CG-O de una serie de diluciones del extracto de aroma. Esta técnica recibe
el nombre AEDA (Aroma Extract Dilution Assay) (Ullrich y Grosch, 1987; Grosch, 1994)
y permite establecer la contribucion individual de los diferentes compuestos presentes en
una mezcla compleja de aroma y su relacion con un pardmetro fisico reproducible como es
el indice de retencién. En este método el aporte sensorial de cada compuesto puede ser

determinado sin necesidad de conocer la estructura quimica del mismo (Schieberle, 1995).

200
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Usualmente, el AEDA se realiza mediante la dilucion del extracto original en un factor de
2"y el respectivo andlisis por CG-O de las diversas diluciones hasta que ningin odorante
sea percibido olfativamente en el eluyente cromatografico. La dilucion mas alta a la cual un
compuesto puede ser detectado se define como el factor de dilucién de aroma (FD, flavor
dilution factor) (Belitz, et al, 2009; Grosch, 1994). Los resultados de este analisis se

presentan en un diagrama logaritmico FD vs. IR, denominado cromatograma FD.

Este andlisis también se puede aplicar en la deteccién de cambios en el aroma de los
alimentos durante la maduracion o el almacenamiento. Asi, mediante un analisis AEDA
comparativo (AEDAC), en el cual la misma cantidad de alimento, es extraida por el mismo
método de separacidn y cuyos extractos se concentran a un mismo volumen y se analizan
por CG-O usando el mismo volumen de inyeccion. Asumiendo pérdidas idénticas en los
procesos de extraccion y comparando un componente activo olfativamente de alto FD, se
pueden observar los cambios en su concentracién e indicar cuales odorantes son los

principales responsables en las diferencias de aroma.

Una variante mas elaborada del analisis de dilucion de aroma, desarrollada por Acree y
Bernard (1984), analiza una serie de diluciones 3" por CG-O vy la percepcion del panelista
es registrada mediante un software en el que se almacena la respuesta segun el tiempo de
retencion y la duracion del estimulo sensorial percibido. Asi se calculan los valores
CHARM (combined hedonic response measurement) como la integracién del area bajo la

curva del pico obtenido. En la figura 1.5 se presenta un esquema de este método.
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Figura 1.5 Esquema del sistema de analisis CHARM (Tomado de Reineccius, 2006)

Los dos métodos proponen que a mayor FD o valor CHARM, mayor sera el aporte del
componente al aroma global del alimento y que sobre estos compuestos se deben enfocar
los esfuerzos de identificacién y cuantificacion; sin embargo, la deteccion en CHARM es
continua mientras la deteccion del AEDA es discreta.

1.2.3 Identificacion de los compuestos activos olfativamente. La identificacion de los
compuestos activos olfativamente involucra la comparacion de los siguientes pardmetros:
los indices de retencion en al menos dos columnas de diferente polaridad, el valor del
umbral de olor, la nota olfativa y el espectro de masas de los analitos contra los obtenidos
para sustancias de referencia bajo las mismas condiciones de estudio. Si el componente de
referencia no se encuentra disponible, se requiere realizar su sintesis para corroborar esta
identificacion mediante la comparacion de los pardmetros analiticos y olfativos antes
mencionados e inclusive la comparacién de sus espectros de RMN *H y *C (Molyneux y
Schieberle, 2007).

Con el fin de disminuir la complejidad de los extractos de aroma, algunas veces es
conveniente fraccionar el extracto segun la naturaleza de los analitos (&cida y basica o
neutra; polares o apolares) o por seleccion de grupos funcionales especificos (mercaptanos,

pirazinas, etc) para los cuales se recurre al fraccionamiento por cromatografia en columna
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(CC), cromatografia de gases preparativa (CGP) o cromatografia liquida de alta resolucion
(HPLC) (Belitz, et al, 2009).

En otras ocasiones, los componentes volatiles son muy activos a bajas concentraciones, lo
cual impide la adquisicién de un buen espectro de masas que permita su identificacion. En
estos casos, la cromatografia de gases multidimensional (CGMD) surge como herramienta
para el enriquecimiento de estos componentes. Esta técnica consiste en la separacion
cromatografica en linea de los componentes de un extracto en dos columnas al conectar en
serie dos cromatografos de gases con un sistema de division y una linea de transferencia
termostatable. Una fraccion del eluyente cromatogréfico de la primera columna (polar) es
introducida en la segunda columna (apolar) logrando una resolucion completa de la mezcla.
Este desarrollo ha sido aplicado al estudio del aroma de frutas tropicales por deteccion con
espectrometria de masas y olfatometria (CGMD-EM-0) y ha permitido por ejemplo la
identificacion de la 4-hidroxi-2,5-dimetil-3(2H)-furanona y el 2-metilbutanoato de etilo

como compuestos impacto en el aroma de la pifia (Tokitomo et al., 2005).

Esta técnica también ha sido utilizada en el andlisis de la estereoquimica de compuestos
volatiles quirales, reemplazando la segunda columna cromatogréafica por una con fase quiral
(por ejemplo B-ciclodextrinas). Estas determinaciones son muy importantes en la
caracterizacion del aroma por cuanto la intensidad y la nota sensorial de un enantibmero
puede ser completamente diferente a las de su antipoda (Bentley, 2006). La configuracion
absoluta y la relacion enantiomérica (expresada como exceso enantiomerico), son
herramientas muy utiles en la evaluacion de la autenticidad de productos naturales (Belitz
et al, 2009). En la figura 1.6 se muestran los perfiles cromatogréficos de la trans-c-ionona

en jugo de frambuesa natural y artificial.
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Figura 1.6 Analisis enantioselectivo de trans-a.-ionona en jugo de frambuesa a. y b.
artificiales y c. natural. (Tomado de Belitz, 2009)

Estos resultados muestran que mientras en el aroma del jugo natural se obtiene
principalmente la forma enantiomérica R(+), en el aroma artificial se encuentra la mezcla
racemica de los enantiomeros. Este ejemplo ilustra como esta técnica permite la deteccion

de adulteraciones por adicion de aromatizantes artificiales (Belitz, 2009).

Para el caso particular de la guayaba, solo se ha determinado la composicion enantiomérica
de linalol en frutas provenientes de Brasil, estableciendo que el isomero R(-)linalol se

encuentra en un exceso enantiomérico del 93,2% (Bernreuther y Schreier, 1991).

1.2.4 Cuantificacion de los compuestos activos olfativamente. EI método
convencionalmente usado en la cuantificacion de compuestos del aroma, es la adicion de un
estandar interno, cuyas propiedades fisicas y quimicas sean semejantes a las del analito a
cuantificar y luego la determinacion de la relacién de un comportamiento cromatografico o
espectral determinado. Sin embargo, esta cuantificacion es aproximada por cuanto el

estandar no reproduce exactamente las propiedades del analito.

En este sentido, un isotopo es el estandar perfecto pues posee propiedades fisicas y
quimicas idénticas al analito, por lo cual las pérdidas durante los procesos de extraccion o
separacién son idealmente compensadas y asi este método constituye una forma de

cuantificacion muy precisa. Es por ello que en el método denominado SIDA (Stable
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Isotopic Dilution Assay) los derivados isotopicos se emplean como estdndares para
cuantificacion. Este método involucra el uso de especies deuteradas o marcadas con Cis,
disponibles comercialmente o sintetizadas en el laboratorio segun las necesidades del
mismo analisis, con la condicion que el marcado no sea intercambiado durante el
procedimiento analitico (Schieberle, 1995; Sen y Grosch, 1991; Schieberle y Grosch,

1987).

Para tal fin se adiciona una cantidad de estandar que conserve una relacion lo més cercana
posible a 1:1 entre el estdndar y el analito a cuantificar. EI alimento se somete al proceso de
extraccion y el extracto se analiza por CG-EM en modo de ionizacion quimica (1Q) lo cual
permite relacionar los iones moleculares protonados o los principales iones fragmento del
analito con los del estandar adicionado. En la figura 1.7 se presenta un ejemplo de la

cuantificacion por SIDA para tres componentes azufrados en el aroma del café.
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Figura 1.7 Cuantificacion por SIDA de 2-furfuriltiol, 3-mercapto-2-pentanona y 2-metil-3-
furantiol. a) Corriente total idnica; b-g) espectro de masas de los analitos y compuestos de
referencia deuterados en modo SIM (Tomado de: Belitz, et al, 2009)
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La cuantificacion de los compuestos se hace mediante comparacion de las areas de iones
pseudomoleculares o fragmentos del analito y su isotopomero. En el ejemplo anterior se
siguieron los iones pseudomoleculares m/z 118 y m/z 115 para el 2-metil-3-furantiol; m/z
121 y m/z 119 para la 3-mercapto-2-pentanona y los iones fragmento [M-SH]* m/z 83 y
m/z 81 para el 2-furfuriltiol de los compuestos deuterados y sin deuterar, respectivamente.
Asi mismo se debe determinar el factor de respuesta de cada estdndar mediante la
elaboracion de una curva de calibracion que relaciona la concentracion del analito marcado

y sin marcar, con las areas obtenidas para los iones caracteristicos.

Una vez identificados y cuantificados aquellos componentes con actividad olfativa en el
aroma de un alimento, se busca estimar la importancia de cada componente en cuanto al
aporte que hace a la percepciéon global. Patton y Josephson (1957) propusieron estimar
dicho aporte relacionando la concentracion del analito en el aroma del alimento con su
valor umbral de olor (odor-threshold), relacién actualmente conocida como Odor Activity
Value (OAV) o valor de actividad de aroma (Reinecciuss, 2006; Belitz, et al, 2009). Para
ilustrar los beneficios del uso de OAV en la estimacion del aporte de cada compuesto al
aroma de una fruta, en la Tabla 1.2 se presentan los OAVs calculados para algunos

componentes del aroma del tomate.

Tabla 1.2 OAV de algunos componentes volatiles del aroma de tomate.
(Tomado de: Blank, 2002)

Componente Concentracion (mg/Kg) Umbral de olor (mg/L) OAV
(2)-3-Hexenal 12000 0.25 50000
Hexanal 3100 4.5 630
B-lonona 4 0.007 630
(E)-B-Damascenona 1 0.002 500
3-Metilbutanal 27 0.2 130
(E)-2-Hexenal 270 17 16
2-Isobutiltiazol 36 3 12
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Estos resultados indican que en el aroma del tomate la presencia del (Z)-3-hexenal es
fundamental para lograr el aroma caracteristico de esta fruta. Sin embargo, este aporte no es
unicamente debido a la alta concentracion de este analito, pues para sustancias a nivel de
trazas también se encuentra un aporte relevante para el aroma del tomate. Es asi como los
OAV de la B-ionona y la (E)-B-damascenona, indican que estos poseen un aporte
importante en el aroma global del tomate igual e inclusive superior al ofrecido por
componentes mayoritarios como el hexanal o el (E)-2-hexenal. Solo aquellos componentes
con OAV>1 pueden ser considerados como los de mayor aporte al aroma global del
alimento y por ende ser empleados en los ensayos de recombinacion y omision para la

determinacion de los componentes impacto del aroma del alimento.

1.2.5 Ensayos de recombinacion y omision. Durante los anélisis AEDA o CHARM se
evalla sensorialmente el aporte individual de cada componente al aroma total del alimento.
En forma analoga en el célculo de los OAV solo se tienen en cuenta los valores de umbral
de olor individuales en un medio (solvente o matriz) determinado. Sin embargo, en un
alimento los umbrales de olor pueden verse afectados por componentes no volétiles como
lipidos, azucares o proteinas presentes en la matriz particular de cada alimento (Belitz, et al,
2009). La influencia de estos factores solo se puede evaluar mediante ensayos de

simulacion del aroma (experimentos de recombinacién y omision).

Los estudios de recombinacidn estiman el papel de los componentes en un aroma complejo.
Se hacen mezclas de los analitos que tengan OAYV superiores a la unidad y se comparan con
pruebas sensoriales triangulares con respecto al alimento original. En los ensayos de
omision, se preparan las mezclas de aroma eliminando alguno de los constituyentes y se
comparan con el aroma de la mezcla recombinada total o el alimento original. Estas
pruebas permiten definir cuales son los compuestos impacto en el aroma de un alimento
(Belitz, 2009).

Los resultados de estos andlisis se presentan en forma de diagramas de superficie los cuales
son la representacion grafica de un grupo de notas olfativas que describen el aroma de un

alimento. Estos perfiles de aroma constituyen una huella dactilar Gnica que permiten



33

adquirir informacion acerca de la calidad olfativa del aroma de un alimento por
comparacion cualitativa y cuantitativa entre los perfiles en cuestion. Durante el
entrenamiento de panelistas para la elaboracion de estas gréaficas se emplean compuestos de
referencia que evocan un determinado atributo de aroma y una escala que indica la
similitud de la nota sensorial con la evocada por el compuesto de referencia (Plutowska y
Wardencki, 2007).

Por ejemplo, en el estudio de los compuestos volatiles con actividad olfativa en el aroma
del durazno (Prunus armeniaca) se prepard una mezcla de aroma por recombinacion de los
18 componentes cuyos OAVs fueron superiores a la unidad, en concentraciones iguales a
las determinadas por SIDA en una matriz acuosa con 1.7% glucosa, 0.9% fructosa, 5.1%
sacarosa, 0.8% sorbitol, 1% acido maélico, 0.4% é&cido citrico y 1% de pectina para simular

el contenido natural de carbohidratos y acidos en los duraznos (Greger y Schieberle, 2007).

La evaluacion ortonasal de la mezcla recombinada y su comparacion con el aroma de la

fruta fresca permitid establecer el perfil sensorial mostrado en la figura 1.8.

frutal

rosa durazno

violeta
_manzana
metalico banano
geranio coco
floral, citrico verde
cohombro champifion

Figura 1.8 Perfil olfativo de duraznos frescos ( — ) y la mezcla recombinada ( —)

(Tomado de: Greger y Schieberle, 2007)

En la figura anterior se observan ligeras diferencias en las notas frutal, verde y floral, las

cuales fueron percibidas un poco mas intensas en el aroma de la fruta fresca. La similitud
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entre el aroma de la fruta y la solucion recombinada fue calificada como 2,6 en una escala
de 0 a 3 (Greger y Schieberle, 2007).

En este mismo estudio para los experimentos de omision, se preparé una segunda mezcla
en la cual se omitieron aquellos componentes con altos valores OAV con el fin de encontrar
su aporte al aroma del durazno. Estos experimentos demostraron que el (E,Z)-2,6-
nonadienal y la (Z)-1,5-octadien-3-ona son los compuestos impacto en el aroma de esta
fruta, pues al hacer la evaluacion olfativa de la mezcla recombinada y compararla con los
experimentos de omision se encontraron diferencias significativas. Varios panelistas
confirmaron que la mezcla recombinada tiene un aroma semejante al aroma de la fruta
fresca, mientras que la mezcla de omision solo fue reconocida por 23 de los 32 panelistas
(Greger y Schieberle, 2007).

La metodologia sistematica aqui descrita ha sido aplicada con éxito en diferentes alimentos
encontrando resultados interesantes. Por ejemplo, en café tostado se ha establecido que de
los 850 compuestos volatiles identificados, solo 40 contribuyen al aroma y con la
recombinacion de sélo 28 de estos compuestos se puede reproducir de manera muy
aproximada el aroma del café tostado y que de todos estos componentes el 2-furfuriltiol es
el mas importante en el aroma del café (Poisson, et al 2004).

En el aroma de frutas tropicales como la pifia (el cual ha sido extensamente estudiado) se
establecié que mediante la combinacion de solo cinco componentes es posible obtener el
caracteristico aroma de esta fruta a saber: 4-hidroxi-2,5-dimetil-3(2H)-furanona, 2-
metilpropanoato de etilo, 2-metilbutirato de etilo, 2-metilbutirato de metilo y (E,E,Z)-1,3,5-

undecatrieno (Tokitomo, et al, 2005).
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1.3 COMPUESTOS AZUFRADOS VOLATILES EN EL AROMA DE FRUTAS.

Los compuestos azufrados juegan un papel importante en el aroma de diversos alimentos
donde son responsables de la nota vegetal y frecuentemente caracteristica del aroma de
muchas frutas y alimentos procesados (Blank, 2002). También poseen propiedades

antimicrobianas, antifungicas, antibacterianas, antinematodicas y anticAncer (Jacob, 2006).

Los compuestos azufrados (Figura 1.9) contemplan una amplia diversidad teniendo en
cuenta los diferentes estados de oxidacion que puede tener el atomo de azufre, desde -2 en
la especie mas reducida (RSH) hasta +6 en la especie mas oxidada (SO4); asi como la
variedad de propiedades quimicas en cuanto a actividad redox, interacciones electrostaticas,

nucleoficidad y electroficidad y la coordinacion con atomos metélicos (Jacob, 2006).
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Figura 1.9 Principales grupos funcionales azufrados identificados como constituyentes
volatiles de productos naturales.

Entre esta variedad de estructuras, los tioles 0 mercaptanos constituyen la especie azufrada

mas reducida. Dada su alta polarizabilidad son méas acidos (pKa 10) que los
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correspondientes alcoholes (pKa 15) y son excelentes nucledfilos, en especial cuando se
encuentra en forma de radical tiilo (RS’). Adicionalmente los tioles tienen una fuerte
actividad antioxidante porque son facilmente oxidables a formas disulfuro. Estas reacciones
de intercambio entre grupos sulfihidrilo y disulfuro dependen del pH y la temperatura: a
mayor pH se observa una mayor perdida de disulfuro, mientras que a mayor temperatura se
incrementa el intercambio pues la desnaturalizacion de proteinas ofrece una mayor
disponibilidad de grupos sulfihidrilo (Adams, et al, 2001; Morel, et al, 2000).

Otra propiedad de los tioles es la posibilidad de formacion de complejos de coordinacion
con iones metélicos como Cu, Ag, Zn, Pb y Hg, reacciones que generalmente se emplean
en procesos de desintoxicacion por envenenamiento con metales pesados (Blanusa, et al
2005) o extraccion selectiva (Tominaga, et al, 1998). Es asi como el método de extraccién
selectiva de tioles aplicado en los estudios del aroma, consiste en la reaccion del grupo tiol
con el atomo de mercurio del &cido p-hidroximercuribenzoico a pH 8.5 y temperatura
ambiente. El derivado es soluble en agua y puede separarse usando solventes lipofilicos

como un exceso de cisteina o glutation (figura 1.10).

COONa COONa COONa
R—-SH Cys—SH

Hg—OH Hg—S—R Hg—S—Cys

Figura 1.10 Reaccion de derivatizacion para extraccion selectiva de tioles.

Esta variedad de propiedades quimicas hace que los tioles puedan considerarse precursores
del resto de especies azufradas mediante reacciones redox, de sustitucion nucleofilica,
condensacion, dimerizacion e hidrogenacion (Figura 1.11). Sin embargo, la formacion y
transformacion de los diferentes grupos funcionales esta dada para cada especie de acuerdo
con la naturaleza precisa del compuesto azufrado y factores como pH, solvente y

concentracion de pro o antioxidantes (Jacob, 2006).
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Figura 1.11 Vias de formacion y transformacion de tioles para la formacion de diversos
compuestos azufrados (Tomado de: Jacob, 2006).

Otras especies azufradas altamente reactivas son los tiosulfinatos. Estos compuestos se
forman in vivo por diversas rutas como: reacciones oxidativas a partir de disulfuros;
reduccion a partir de &cidos sulfinicos; y por accidn enzimatica a partir de sulféxidos. Los
tiosulfinatos son compuestos importantes en las especies Allium spp donde son precursores

de otros productos azufrados tales como disulfuros y tiosulfonatos (Block, 1992).

Las especies Allium son las mas ricas en componentes volatiles azufrados, entre estos: el
oxido de S-propanotial, reconocido como el factor lacrimégeno de la cebolla; y el
propanotiosulfonato de propilo y el 3-mercapto-2-metil-1-pentanol, los cuales se consideran
componentes impacto de su aroma (Boelens y van Gemert, 1993). Otros componentes

como metanotiol, metional y 2-furfuriltiol, productos de la degradacion térmica de
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aminoacidos azufrados, poseen notas sensoriales que contribuyen al aroma de productos

carnicos y del café por sus notas tostadas y ahumadas (Blank, 2002).

De todos estos componentes, los tioles son probablemente los compuestos del aroma mas
comunes en muchos alimentos y bebidas; sus valores umbral de olor son del orden de ppty
se caracterizan por su amplio espectro sensorial con notas frutales, uva y black currant
(Blank, 2002). Son delicados a bajas concentraciones, pungentes e irritantes a altas
concentraciones y su descripcion sensorial depende de la posicion del &tomo de azufre, la
longitud de cadena, la estereoquimica y la presencia de otros grupos funcionales
(Vermeulen, et al, 2005).

Por ejemplo los tioles de bajo peso molecular como metanotiol o etanotiol poseen notas
muy desagradables relacionadas frecuentemente con la descomposicién microbiolégica
(Mateo-Vivaracho, 2006); mientras que los mercaptanos polifuncionales de mayor peso
molecular tienen una nota sensorial poderosa y penetrante, que en algunos casos les hace
responsables de caracteristicas sensoriales particulares de frutas como el maracuya (Engel y
Tressl, 1991) y otros productos como café (Boelens y van Gemert, 1993) y vino
(Tominaga, et. al., 1998).

La biogénesis de estos componentes esta relacionada con precursores conjugados S-cisteina
y derivados de la ruta metabdlica del glutation. La liberacion de los tioles a partir de
precursores no volatiles ocurre durante la fermentacion alcohdlica a través de la actividad
de C-S liasas (Tominaga, et al, 1998). En las frutas tropicales como maracuya los
precursores conjugados son probablemente convertidos en tioles libres por hidrélisis acida
o0 por efecto de enzimas enddgenas tales como B-liasas (Dubourdieu y Tominaga, 2008).
También pueden generarse por adicion de sulfuro de hidrogeno sobre aldehidos
(Vermeulen, et al, 2006). En la figura 1.12 se presentan las rutas de biogeneracion de tioles

en el aroma de vinos
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Figura 1.12 Posibles rutas de biogénesis de compuestos azufrados en vino. a. A partir de
precursores conjugados S-cisteina y b. Por adicion de H,S sobre aldehidos.

1.4 EL AROMA DE LA GUAYABA (Psidium guajava L.

1.4.1 Generalidades de la fruta. La guayaba es una fruta de origen tropical, que pertenece
a la familia Myrtaceae y al género Psidium. Es una fruta de forma esférica u ovoide de 5-10
cm de didmetro, cuya pulpa puede ser rosada o blanca. Posee un alto contenido de vitamina
C, carotenoides y fibra dietaria y a la vez es apreciada por su inconfundible aroma y
agradable sabor. Colombia es uno de los principales productores de guayaba a nivel
internacional compitiendo con paises como India, Brasil, México, Suréfrica, Jamaica,
Kenia, Cuba, Republica Dominicana, Puerto Rico, Haiti, Estados Unidos, Taiwan, Egipto y
Filipinas (Lozano, et al, 2002).

La cosecha de la guayaba comprende diversas etapas que duran entre seis meses y un afo.
La recoleccion del fruto se realiza en dos épocas del afio: durante los meses de mayo a
junio y de noviembre a enero (Lozano, et al, 2002). Esta planta crece en temperaturas entre
18 y 30°C con una temperatura promedio de 24°C. Su cultivo requiere una precipitacion de
800 a 2.000 mm anuales, aunque para que ocurra una floracion buena y abundante se
requiere de una época seca definida. Se desarrolla muy bien en una amplia gama de suelos
desde arenosos hasta arcillosos pero con preferencia en suelos francos donde se producen
frutos de mejor calidad (Sena Virtual, 2009).
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Ademas de sus propiedades nutricionales la guayaba posee propiedades antibidticas,
antidiarréicas, astringentes, desinflamantes, expectorantes, sedantes y sudorificas, que la
hacen util en diversos usos medicinales para el tratamiento de problemas digestivos y
respiratorios (Pérez Gutiérrez, et al, 2008). Adicionalmente, la guayaba se emplea para

forraje como complemento de la alimentacion de ganado (Lozano, et al 2002).

De acuerdo con datos del Centro de Investigacion para el Mejoramiento de la Agroindustria
Panelera (Corpoica-CIMPA) en Barbosa-Santander, las principales variedades producidas
en la region de la Hoya del Rio Suarez son: Regional roja, Regional blanca, CIMPA00196,
Guavatd victoria, Brasil redonda, Brasil roja acida, Raquira blanca, Brasil blanca y Palmira
ICA-1 (Gémez, 2001).

Algunas variedades de guayaba difieren sutilmente en sus propiedades fisicas, quimicas,
nutricionales y sensoriales lo que ocasiona que un consumidor comin no las pueda
reconocer facilmente. Las principales diferencias morfologicas y de composicion entre

algunas variedades cultivadas en la Hoya del rio Suarez se presentan en la tabla 1.3.
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Tabla 1.3 Diferencias morfol6gicas y composicionales de diferentes variedades de guayaba
(Psidium guajava L.)

Variedad Formay Tamano y indice de Otras caracteristicas
color peso madurez
promedio
Regional roja® | Redonda de 116 g 14,2 pH = 4,16 0,01
pulpa roja SS9,8+0,1
Acidez 0,74 + 0,05 g 4cido
citrico/100 g de fruta
Contenido de pectina
1,50%
Porcentaje de semilla
4,27%
Regional Redonda de 116 g 16,3 pH = 4,15 +0,02
blanca® pulpa SS9,8+0,1
blanca Acidez 0,60 + 0,04 g 4cido
citrico/100 g de fruta
Contenido de pectina
0,94%
Guavata Piriforme, 155¢g 20 pH = 4,27 + 0,05
Victoria® pulpa  de SS 9,9°Brix
color blanca Acidez 0,38 + 0,01 g 4cido
citrico/100 g de fruta
Contenido de pectina
1,05%
CIMPA 00196° | Redonda, de 256 g 11 SS 8,4
corteza Acidez 0,67 g acido
amarillo citrico/100 g de fruta
claro y Porcentaje de semilla 3,8%
pulpa color
rojo
Brasil roja vy | Esférica, 143 g 4 SS 9,9%
blanca” pulpa de Acidez 2,44 g acido
color blanco citrico/100 g de fruta
Porcentaje de semilla
1,58%
Palmira ICA-1° | Piriforme, 100-130 g 14,1 pH = 3,90 £0,02
cascara SS99+0,1
verde- Acidez 0,70 + 0,06 g &cido
amarillo. citrico/100 g de fruta
Pulpa Porcentaje de semilla 4,5%
gruesa de

color rosado
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A pesar de su importancia socioecondmica, el cultivo y la agroindustria de la guayaba
presentan ain un marcado retraso tecnoldgico, que afecta su competitividad en los
mercados y se refleja en bajos rendimientos del cultivo, altos costos de produccion,
deficiencias de calidad y en la inestabilidad de la oferta y los precios de la fruta y sus
productos procesados (Gémez, 2001). Desde el punto de vista fitosanitario, esta especie
afronta una serie de problemas asociados con el ataque de plagas y enfermedades, que de
una u otra manera han afectado la produccion y calidad de la fruta. Entre las limitantes
fitosanitarias de mayor impacto econdmico se destacan tres: el ataque de moscas de la fruta
del género Anastrepha (Diptera: tephritidae), el picudo de la guayaba (Conotracheluspsidii
Marshall) (Coledptera: Curculiénidae) y la enfermedad de la costra o clavo de la guayaba
(Pestalotia versicolor Speg.) (Corpoica, 2006). Entre las variedades afectadas por esta
problematica, las frutas de la variedad Regional roja son las mas perjudicadas por este

fenémeno.

Las variedades Regional roja y blanca (figura 1.13), se destinan principalmente a la
agroindustria del bocadillo por cuanto poseen muy buenas caracteristicas sensoriales y alto
rendimiento. En este trabajo se seleccionaron estas variedades como objeto de estudio

teniendo en cuenta que son las de mayor produccién en la Hoya del rio Suarez.

Figura 1.13 Guayaba a. Regional Roja y b. Regional Blanca (Psidium guajava L.)
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1.4.2 Estudios de volatiles libres en guayaba. La guayaba es ampliamente reconocida por
su exquisito e inigualable aroma y sabor. EI aroma combina las notas olfativas verde, frutal
y dulce. Existen estudios del aroma realizados desde la década de los sesenta, con frutas
provenientes de: Hawai, Venezuela, Brasil, Malasia, Japén, Estados Unidos, Taiwan,
Egipto, Indonesia, Cuba, India y México. Desde entonces se han realizado numerosos
estudios a cerca de la composicion de volatiles permitiendo la identificacion de més de 400
componentes. Sin embargo, la contribucion individual de estos compuestos al aroma total

de la fruta no ha sido estudiada.

Entre las técnicas de extraccion para el estudio del aroma de la guayaba se han empleado la
extraccion con solventes usando cloroformo (Pattabhiraman, et al, 1969), isopropano
(MacLeod y Gonzélez de Troconis, 1982), diclorometano (Nishimura et al, 1989) y
pentano:diclorometano (Vernin, et al, 1991). También se han realizado extracciones por
hidrodestilacién (Ekundayo, et al, 1991), destilacion por arrastre con vapor y extraccion
simultanea con solvente orgéanico (DES) (Chyau, et al, 1992), freén 12 (Torline y
Ballschmieter, 1973), headspace (Toulemonde and Beauverd, 1985) y Headspace-
Microextraccion en Fase Sélida (HS-MEFS) (Carasek and Pawliszyn, 2006; Cardeal, et al,
2005; Paniandy, et al, 2000).

Entre las variedades estudiadas se encuentran: Cortibel (Soares, et al, 2007), Viethamese
(Yusoff, et al, 1988) y Beaumont (Stevens, et al, 1970). En la tabla 1.4 se presenta una
compilacion de la revisién bibliografica relacionada con el estudio de compuestos volatiles
de diversas variedades de guayaba. En cuanto a la guayaba colombiana solo existe un
estudio (Quijano et al, 1999) con frutas de las variedades Palmira ICA-1 y Glum Sali
provenientes del Valle del Cauca, conocidas cominmente como guayaba pera y guayaba
manzana. En dicho trabajo se establecieron como principales constituyentes volatiles de la
variedad Palmira ICA-1 el acetato de cinamilo, el acetato de (Z)-3-hexenilo y el alcohol
cinamilico. En la variedad Glum Sali, los componentes mayoritarios fueron (E)-2-hexenal,
hexanal y tetradecano. Asi mismo se identificaron ocho componentes publicados por
primera vez en el el aroma de la guayaba, sin embargo la contribucion efectiva de estos

componentes al aroma total de la fruta no fue realizada.
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Método de | Variedad y origen Principales componentes Compuestos responsables  del | Referencia
extraccion aroma
HS-Dinamico Cortibel (Brasil): 3 estados | Aldehidos  Cg,  ésteres,  monoterpenos, | (E)-2-hexenal y (2)-2-hexenal Soares, et al,
de madurez: inmadura, | sesquiterpenos (cariofileno). 2007
intermedio y madura. A mayor grado de madurez mayor proporcion
de ésteres y menor contenido de aldehidos Cg
DES Lucknow-49 (India): 2|Acidos C, C, y Ce aldehidos Cs, ésteres, | Esteres. Toth-Markus,
estados de  madurez: | benzoato de metilo y benzoato de etilo. A et al, 2005
intermedio y | mayor grado de madurez mayor proporcion de
completamente maduro ésteres y 4&cidos y menor proporcion de
aldehidos Cg
Ultrasonido Indefinida (Jakarta- | Compuestos heterociclicos con estructuras | Sin establecer por CG-O Fernandez, et
Indonesia) Pulpa amarilla |tiazolidina. al, 2001
HS-MEFS Indefinida (Francia) Compuestos Cg, aldehidos, esteres y lactonas | Sin establecer por CG-O Paniandy, et al,

2000

Extraccion L-L

Palmira ICA-1 y Glum
Sali (Colombia)

En la var. Palmira ICA-1 alto contenido de
acetato de cinamilo, acetato de (Z)-3-hexenilo
y alcohol cinamilico. En la var. Glum Sali alto
contenido de hidrocarburos y aldehidos Cg
como (E)-2-hexenal y hexanal.

Sin establecer por CG-O

Quijano, et al,
1999

Likens-Nickerso

n

Indefinida- (Kaohsiung -
Taiwan)

Puré pasteurizado y sin
pasteurizar

El contenido de ésteres disminuye en el puré
pasteurizado mientras que los niveles de
aldehidos, terpenos y acidos aumentan.

Sin establecer por CG-O

Yen, et al, 1992

Destilacién
vacio-extraccion
con solventes

al

Indefinida (Taiwan)
Pulpa blanca maduras e
inmaduras

En la fruta madura: 1,8-cineol,(E)-2-hexenal y
(E)-3-hexenal son los mayores componentes
En la fruta inmadura: hexanoato de etilo y
acetato de (Z)-3-hexenilo.

Sin establecer por CG-O

Chyau, et al,

1992
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Hidrodestilacion | Indefinida (Nigeria-Africa) | Sesquiterpenos y acidos grasos de cadena larga | Acidos Cg-Cs, alcoholes | Ekundayo, et
Cs-Cy6. Ausencia de alcoholes y esteres Cg sesquiterpénicos, B-cariofileno al, 1991
Extraccion  con | Indefinida  (EI  Cairo- | Aldehidos Cs, ésteres C;-Cyg Acetato de Z-3-hexenilo, acetato de | Vernin, et al,
solventes Egipto) 3-fenilpropilo, alcohol cinamilico, y | 1991
y 6-lactonas
Destilacion al | Indefinida (Taiwan). | B-cariofileno presente en la céscara. Fruta con | Esteres responsables del aroma|Chyau, et al,
vacio-extraccion | Frutas con y sin cascara cascara tiene un mayor contenido de |dulce-floral de la guayaba 1989
con solventes componentes volatiles.
Extraccion L-L Indefinida (Isla Amammi- | Compuestos Cg (aldehidos, alcoholes y &cidos), | Alcohol cinamilico Nishimura, et
Japon) acetato de 3-fenilpropilo al, 1989
Pulpa rosada y blanca sin
cascara
Destilacion a alto | Indefinida (Brasil) Norisoprenoides: 4-oxo-dihidro-p-ionol Sin establecer por CG-O Idstein, et al,
vacio y extraccion 1985
L-L
Likens-Nickerson | Indefinida (Venezuela) | Esteres, sesquiterpenos, hidrocarburos | Benzaldehido, o-copaeno y | McLeod, et al,
Madurez 6ptima monoterpénicos mirceno 1982
Extracciébn  con|Wild Florida (Florida- | Hidrocarburos terpénicos Sin establecer por CG-O Wilson, et al,
solventes USA) 1978
Extraccién  con | Beaumont (Hawai-USA) | Hexanol, (2)-3-hexen-1-ol y compuestos Sin establecer por CG-O Stevens, et al,
solventes aromaticos 1970

La bibliografia se encuentra organizada por orden cronolégico.
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Existen algunos estudios de naturaleza comparativa que incluyen diferencias en el aroma de
diferentes variedades (Pino, et al, 1999; Ortega, 1998; Askar, et al, 1986), entre pulpa y
cascara (Chyau, et al, 1989) y la composicién del aroma de acuerdo con el estado de
madurez (Hashinaga, et al, 1987; Chyau, et al, 1992; Toth-Markus, et al, 2005, Soarez, et
al, 2007). Estos estudios muestran una alta variabilidad en los componentes volatiles,
aunque no se han detectado componentes impacto que permitan diferenciar una variedad de

otra.

Otras diferencias pertinentes se deben al contenido de los compuestos voléatiles de la pulpa
y la céscara, las cuales indican que en la pulpa existen mayores cantidades de acetato de
etilo y otros esteres etilicos, mientras que (Z)-ocimeno, B- y y-cariofileno existen en altas
cantidades en la cascara. Los aldehidos Cg son mayoritarios en la pulpa, mientras que los

alcoholes Cg son mayoritarios en la cascara (Chyau, et al, 1989).

El aroma de algunos productos de la guayaba también ha sido estudiado. Asi se han
estudiado el aroma del jugo de guayaba (Yen and Lin, 1999), el puré de guayaba (Yen, et
al, 1992; Yusof, et al, 1988) y la esencia de guayaba (Jordan, et al, 2003). Otros estudios
involucran diferentes condiciones de tratamiento como alta presién y calentamiento o
congelacion para comparar los cambios en el aroma durante el almacenamiento. De
acuerdo con estos resultados el tratamiento a alta presiébn mantiene el aroma original
mientras que el calentamiento disminuye la mayoria de los componentes volatiles. EI puré
de guayaba pasteurizado mostré un incremento en el contenido de aldehidos e
hidrocarburos y una disminucién en el contenido de esteres cuando se compara con purés

sin pasteurizar (Yen, et al, 1992).

La formacion de aroma en cultivos celulares de guayaba con el uso de varias
combinaciones de hormonas también ha sido estudiado encontrando que el hexanol es el

componente mas abundante en el cultivo de callos (Prabha, et al, 1990).
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Aunque se encuentran publicados varios estudios sobre el aroma de la guayaba, estos
estudios carecen de los analisis olfativos indispensables para establecer los compuestos
relevantes en el aroma de esta fruta. Es asi como en este trabajo se incluye el uso de
técnicas analiticas enfocadas hacia la determinacion de compuestos impacto en el aroma de

la guayaba, empleando los métodos modernos en quimica de aromas.

1.4.3 Cambios en el aroma por efecto de la maduracion. En general la composicion
quimica y fisica de los frutos depende considerablemente de la variedad, las condiciones
climaticas de cultivo y el grado de madurez. Los estudios de frutas en diferentes estados de
madurez, generalmente comparan la composicion en analitos no volatiles responsables del
color, la acidez, el pH y el contenido de solidos solubles en frutas inmaduras, maduras y
sobremaduras (Soares, et al, 2007; El Bulk, et al, 1997). En la guayaba se ha establecido
que en los estadios iniciales de desarrollo, la firmeza depende del contenido de pectina, el
cual disminuye por efecto de la actividad de enzimas pécticas durante el proceso de
maduracion. Asi mismo el contenido de &cido ascorbico incrementa lentamente durante el
periodo inicial de crecimiento pero se acelera durante la maduracion, y el contenido de
solidos solubles se incrementa gradualmente con la maduracion, excepto durante el periodo
final de crecimiento (El Bulk, et al, 1997).

Tradicionalmente y de acuerdo con los patrones respiratorios, las frutas han sido
clasificadas como climatéricas y no climatéricas. Las frutas no climatéricas son aquellas
cuya respiracion y produccion de etileno disminuyen gradualmente durante el proceso de
maduracion. Las frutas climatéricas se caracterizan por un incremento distintivo en la
respiracion, que generalmente se asocia con una elevada produccion de etileno justo antes
del incremento en la respiracion y una disminucion paulatina de este contenido durante la
fase posclimatérica. En estas frutas el etileno desempefia un papel clave en los cambios

fisiolégicos y bioquimicos que ocurren durante la maduracién (Azzolini, et al, 2005).

La guayaba se clasifica como una fruta climatérica que completa su proceso de maduracion
después de su cosecha, mostrando cambios profundos en el color y la firmeza en pocos dias

(Azzolini, et al, 2005). Estos cambios fisicos necesariamente estan relacionados con
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cambios quimicos que la fruta adquiere durante la poscosecha segln la variedad y las
condiciones climaticas en las que fue cultivada (Soares, et al, 2007). Dichos cambios estan
relacionados con una disminucion de la actividad enzimatica del ciclo del &cido citrico, la
cual conlleva al incremento del contenido de citrato y al incremento en la respiracion de
dioxido de carbono (Fisher y Scott, 1997).

En cuanto a cambios en la composicion de volatiles por efecto de la madurez, algunos
autores han realizados estudios con frutas de pulpa blanca provenientes de Taiwan (Chyau,
et al, 1992) y de Brasil (Soares, et al, 2007) y guayabas de la variedad Lucknow-49
cultivadas en la India (Toth-Markus, et al, 2005).

Estos estudios han mostrado que en las frutas maduras los ésteres: acetato de cis-3-hexenilo
y acetato de trans-3-hexenilo y los sesquiterpenos: cariofileno, a-humuleno y B-bisaboleno,
son los componentes mayoritarios, mientras que en frutas inmaduras los compuestos
aldehidicos como (E)-2-hexenal y (Z)-3-hexenal son predominantes (Chyau, et al, 1992;
Soares, et al, 2007). Aunque estos estudios comparan la distribucion relativa de
componentes volatiles en los diferentes estados de madurez de la fruta, no involucran un
andlisis olfativo que permita caracterizar los principales componentes que contribuyen al

aroma en cada estadio de madurez para caracterizar los estadios fenoldgicos de esta fruta.

Un estado fenologico se define como un cambio fisioldgico externo que ocurre durante
periodos especificos de tiempo los cuales coinciden con el ciclo natural de crecimiento del
fruto (Salazar, et al, 2006). La florescencia y la maduracion de las frutas son indicadores
fenoldgicos del desarrollo de una planta. En la guayaba estos ciclos dependen de la
variedad y condiciones de cultivo, razén por la cual el estudio de su aroma permitira
conocer la composicion y establecer los compuestos responsables del aroma caracteristico

de las variedades regional roja y regional blanca en diferentes estados de madurez.
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2. MATERIALES Y METODOS.

2.1 MATERIAL VEGETAL Y CARACTERIZACION

El presente estudio se desarroll6 con frutas de guayaba de dos variedades: regional roja y
regional blanca recolectadas en Puente Nacional (Santander) en la Finca Las Alicias
durante los meses comprendidos entre octubre y diciembre de 2006, 2007 y 2008. Para
asegurar una muestra representativa, se seleccionaron 5 arboles de cada variedad de forma
aleatoria, los cuales se marcaron con la fecha de inicio de la floracion y a partir de la cual se
recolectaron manualmente 3-5 frutos de cada arbol una vez que alcanzaron su madurez
fisioldgica (150 — 160 dias), que fueron clasificados por el color de su céscara, para luego

tomar al azar las frutas necesarias para los respectivos andlisis (figura 2.1).

F igura 2.1 Recoleccioén y clasificacion de frutos de guayaba regional roja y blanca

Para el estudio cualitativo de los componentes activos olfativamente se utilizaron frutas en
estado de madurez de consumo y para los analisis de cuantificacion por SIDA, las

frutasmaduras fueron transportadas a Munich-Alemania via aérea.

Para los estudios de maduracion se utilizaron dos tipos de frutas, unas maduradas in situ y
otras maduradas durante la poscosecha, las cuales se clasificaron en los diferentes estados
de madurez de acuerdo con el color de su cascara y las propiedades fisico-quimicas de pH,
solidos solubles (SS) y &cidez titulable (AT) presentadas en la tabla 2.1.



Tabla 2.1 Caracteristicas fisico-quimicas de la guayaba en diferentes estados de madurez.

Maduracion In situ Poscosecha

Variedad/ Guayaba regional roja Guayaba regional blanca  |Guayaba regional roja Guayaba regional blanca
Estado de

madurez
Parametros li i i li i i Ip Ip Ip lp Ip
Color
L 48,10+1,9355,61+5,74/55,09+5,66/60,45+1,3961,97+2,81661,59+4,6550,57+1,45 62,42+5,50 59,22+1,67 |70,11+4,51 [76,33+2,90
C 34,98+2,8036,35+4,40[36,68+6,5540,54+2,4643,10+2,4044,20+4,8636,80+2,54 |45,69+6,45 141,35+2,55 (49,223,565 |47,62+5,15
H 89,62+2,1685,72+1,0671,45+2,27/99,45+1,9593,11+2,3581,03+4,41/104,78+2,1579,75+2,35 [103,53+1,50 |95,95+2,65 [85,84+4,85
pH 3,99+0,01 4,16+0,03 4,16+0,01 3,98+0,03 |4,04+0,03 44,15+0,02 [3,80 +0,03 |4,16+0,03 |3,95+0,01 |4,05+0,03 |4,15+0,01
SS (°Brix) 7,9+0,2 8,7¢0,3 [10,5+0,1 8,9+0,2 9,7£0,1 9,8+0,1 [9,8+0,1 10,5+0,1 [8,9+0,1 9,840,1 11,3+0,1
AT (%) 0,82+0,01 [0,74+0,02 [0,74+0,05 [0,71+0,02 (0,62+0,01 [0,60+0,04 ND ND ND ND ND

SS=sdlidos solubles (°Brix); AT=4cidez titulable (%), +desviacion estandar
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Las frutas maduradas in situ se analizaron por HS-MEFS el mismo dia de su recoleccion
cuando se cumplieron 150, 160 y 170 dias de maduracion en la planta, contados a partir de
la fecha de la floracion y se clasificaron en tres estados de madurez: li, Ili y Illi, los cuales

pueden considerarse como verde, pintén y maduro.

El seguimiento del aroma de frutas maduradas en poscosecha se realiz6 con frutas de pulpa
roja en estados de maduracion Ip y Illp y en guayabas de pulpa blanca en estado Ip, llp y
Illp, alcanzados a partir de su recoleccion en madurez fisiologica y su almacenamiento a
temperatura ambiente (18°C) en recipientes de icopor abiertos durante 3, 6 y 9 dias,

respectivamente.

El color de la cascara fue medido con un colorimetro Hunterlab® Labscan XE (1.00 paso
de luz) en areas diferentes para obtener una medida representativa. EI pH fue medido sobre
el puré de la fruta con un equipo Hitachi pH-meter. El contenido de solidos solubles fue
medido directamente en el puré de la fruta con un refractémetro Atago HSR-500 y los
resultados fueron expresados como °Brix (ICONTEC, 1999a). La acidez titulable fue
determinada por titulacion de 5 ml de jugo de fruta hasta alcanzar un pH 8.1 con una
soluciéon de NaOH 0,1 N y expresada como porcentaje de &cido citrico por cada 100 g de
fruta (ICONTEC, 1999b). Todas las mediciones fueron hechas por triplicado y se

sometieron a andlisis estadistico para obtener el valor promedio y la desviacidn estandar.

2.2 MATERIALES Y REACTIVOS

La siguientes sustancias de referencia para la identificacion de los compuestos activos
olfativamente fueron adquiridas de Sigma-Aldrich (Taufkirchen, Alemania): butanoato de
etilo, hexanal, (Z)-3-hexenal, metional, (+/-)-linalol, benzoato de metilo, benzoato de etilo,
acido butanoico, acidos 2 y 3-metilbutanoico, &cido pentanoico, &cido heptanoico, acido
fenilacético, y-octalactona, y-nonalactona, y-decalactona, d-decalactona, y-dodecalactona,
4-metoxi-2,5-dimetil-3(2H)-furanona, 4-hidroxi-2,5-dimetil-3(2H)-furanona, 3-hidroxi-4,5-

dimetil-2(5H)-furanona, acetato de cinamilo, alcohol cinamilico, (E,E)-2,4-decadienal,
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(E,E)-2,4-undecadienal, acido 3-cloroperbenzoico y **C,-acetaldehido. Los compuestos 1-

octen-3-ona y 3-sulfanil-1-hexanol fueron adquiridos de Alfa Aesar, (Karlsruhe, Alemania)

Los solventes diclorometano, éter etilico y pentano asi como los materiales y reactivos:
silica gel (Kiesegel 60, 230-400 mesh), silica gel (silica 60, 0,040-0,063mm,), acetato de
sodio, carbonato de sodio, hidroxido de sodio, bicarbonato de sodio, sulfato de sodio
anhidro, tiosulfato de sodio y &cido clorhidrico fueron adquiridos de Merck (Darmstad,
Alemania). Affi-gel 10 fue adquirido de Bio-Rad (Munich, Alemania) y Cg (C-Gel C18 C-490) de
Alltech (Munich, Alemania).

2.3 SINTESIS DE COMPUESTOS VOLATILES DE REFERENCIA

Las sustancias de referencia y los compuestos marcados isotGpicamente que no se

encontraron disponibles comercialmente fueron sintetizados como se indica a continuacion.

2.3.1 Compuestos volatiles de referencia para identificacion. Para corroborar la
identidad de compuestos activos olfativamente se requiere el uso de sustancias de
referencia para comparar sus caracteristicas olfativas sensoriales, cromatogréaficas y
espectrales. Algunas de estas sustancias fueron sintetizadas. En cada compuesto, la pureza
olfativa y el valor umbral de olor fueron determinados por CG-O. El nimero entre

paréntesis corresponde al presentado en la tabla 3.5

(E)-3-Hexenal (5)

Sobre una solucién de 1,1,1-tris(acetiloxi)-1,1-dihidro-1,2-bencenyodoxol-3-(1H)-ona
(periodinano Dess-Martin, 550 mg; 1,3 mmol) en 5 ml de diclorometano se adicion6 una
solucion de (E)-2-hexenol (100 mg, 1mmol) previamente disueltos en 5 ml adicionales de
diclorometano (Dess y Martin, 1983). La mezcla se agitd a temperatura ambiente durante 1
hora. Luego se adicionaron 80 ml de éter etilico y la mezcla se lavo con porciones
sucesivas de una solucion de tiosulfato de sodio saturada con bicarbonato de sodio (1 M,
100 ml) seguida por una solucién de bicarbonato de sodio (0,5 M, 100 ml) y una porcion de

agua (50 ml). La mezcla se seco sobre sulfato de sodio anhidro y se filtrd. Enseguida se
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adicionaron 2 ml de hexano y se concentrd a un volumen de 2 ml. La purificacion de la
sintesis se realiz6 por CC sobre silica gel (9 g, silica 60, 0,040-0,063 mm). El aldehido fue
eluido con una mezcla de pentano:éter etilico (9:1, 50 ml). La concentracion fue
determinada por CG-FID usando como estandar interno (E)-2-hexenal. Finalmente se
obtuvieron 44 mg del compuesto (44%). EM-IE, m/z (% abundancia relativa): 41 (100), 69
(44), 39 (27), 55 (24), 42 (15), 83 (12), 98 (12), 70 (12), 80 (11), 53 (10). EM-IQ
(isobutano) m/z (% abundancia relativa): 99 (100; M+H™).

(2)-1,5-Octadien-3-ona (11)

Mediante reaccién de Grignard entre el (Z)-3-hexenal (294 mg; 3 mmol) y bromuro de
vinilmagnesio (80 mg; 10 mmol) se obtuvo (Z)-1,5-octadien-3-ol. La oxidacion posterior
con periodinano Dess-Martin (933 mg; 2,2 mmol) permitio la obtencién de 87 mg de (2)-
1,5-octadien-3-ona (35%) (Ullrich y Grosch, 1988). La concentracion fue determinada
usando 1-octen-3-ona como estandar interno. EM-IE, m/z (% abundancia relativa): 55
(100), 41 (23), 39 (9), 95 (8), 109 (7), 67 (6), 69 (5). EM-IQ (isobutano), m/z (%
abundancia relativa): 125 (100; M+H™).

2-Hidroxi-3-metilpentanoato de metilo (16 y 18)

La sintesis de los cuatro isomeros del 2-hidroxi-3-metilpentanoato de metilo se realizé a
partir de L-isoleucina (102 mg; 0,78 mmol), D-isoleucina (117,4 mg; 0,90 mmol), L-allo-
isoleucina (119,1 mg; 0,91 mmol), D-allo-isoleucina (118,8 mg; 0,91 mmol) segun la
metodologia propuesta por Snowden, et al. (2005) (figura 2.2) disolviendo separadamente
cada uno de los amino&cidos en 10 ml de &cido sulfarico (1 M) y dejando en agitacion la
mezcla de reaccion en un bafio de hielo. Posteriormente se adicionaron 10 ml de una
solucion de nitrito de sodio (0,015 M) y se dejo en agitacion durante 32 horas. Finalmente
el pH se ajust6 entre 2 y 3 con una solucion de bicarbonato de sodio (0,5 M), se adiciono
cloruro de sodio hasta saturacion y en cada caso se extrajo el producto con acetato de etilo
(3 porciones de 20 ml).

El solvente se elimind en cada caso por destilacion al vacio y el residuo se disolvié en 10

ml de metanol. Luego, se adicionaron 5 gotas de &cido sulfarico al 95% y se mantuvo en
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reaccion a 60 °C durante 5 horas, después la mezcla fria se colocé en el rotavapor a 50 °C.
En todos los casos la muestra obtenida fue un liquido viscoso amarillo, cuya nota olfativa

fue descrita como frutal, verde, semejante al aroma del kiwi.

CHy Hs ﬁ
VYJ\ Aﬁ i OH
NH, NH,
(L)-isoleucina (D)isoleucina (L)-allo-isoleucina (D)-allo-isoleucina

1.H,S0,, NaNO,
l l 2.NaHCO, l l

3.MeOH, H,S0, o
3

Ha 0
H M 3C ”
\/\ﬁOCH3 OCH, NN NocH,

OH

(2R,39) (25,39 (2R,3R) (2S,3R

Figura 2.2 Diagrama de la sintesis de los cuatro esteroisomeros del 2-hidroxi-3-
metilpentanoato de metilo

Los datos obtenidos para cada componente fueron:

(2R,3S)-2-hidroxi-3-metilpentanoato de metilo: 52 mg (40%). EM-IE, m/z (abundancia
relativa en %): 90 (100), 87 (71), 45 (70), 41 (47), 57 (38), 69 (25), 43 (14), 58 (10), 39 (9).
EM-1Q (isobutano), m/z (abundancia relativa en %): 147 (100; M+H").

(2S,3S)-2-hidroxi-3-metilpentanoato de metilo: 29 mg (22%). EM-IE, m/z (abundancia
relativa en %): 90 (100), 87 (62), 45 (55), 41 (44), 57 (41), 69 (23), 39 (8). EM-IQ, m/z
(abundancia relativa en %): 147 (100; M+H").

(2R,3R)-2-hidroxi-3-metilpentanoato de metilo: 57 mg (43%). EM-IE, m/z (abundancia
relativa en %): 90 (100), 45 (62), 87 (59), 41 (44), 57 (36), 69 (20), 43 (14), 39 (9), 58 (9).
EM-1Q (isobutano), m/z (abundancia relativa en %): 147 (100; M+H").
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(2S,3R)-2-hidroxi-3-metilpentanoato de metilo: 41 mg (31%). EM-IE, m/z (abundancia
relativa en %): 90 (100), 87 (65), 45 (51), 57 (35), 41 (34), 69 (21), 85 (8), 58 (7). EM-IQ
(isobutano), m/z (abundancia relativa en %): 147 (100; M+H").

Acetato de (3R/3S)-sulfanilhexilo (26) y (3R/3S)-sulfanil-1-hexanol (29)

Sobre una solucion de 3-sulfanil-1-hexanol (2,69 g; 200 mmol en 15 ml de diclorometano)
se adicion6 una solucién de cloruro de acetilo (3,93 g; 50 mmol en 14 ml de diclorometano)
a 0°C bajo atmosfera de argon y la mezcla se agito a temperatura ambiente durante 2 horas.
El solvente y el exceso de cloruro de acetilo se eliminaron por destilacion al vacio
(Heusinger y Mosandl, 1994). De esta forma se obtuvieron 2,64 mg de una mezcla
racémica de acetato de (3R/3S)-sulfanilhexilo (75%). EM-IE, m/z (% abundancia relativa):
43 (100), 55 (49), 88 (45), 116 (45), 83 (38), 73 (33), 87 (25), 67 (22), 41 (21), 82 (14).
EM-1Q (isobutano) (% abundancia relativa): 117 (100; M+H*-CH3zCOOH).

Para la separacién de los isdmeros en una escala preparativa, la mezcla racémica del acetato
de 3-mercaptohexilo se hizo reaccionar con acido (1S,4R)-clorocamfenoico para obtener los
diasteroisomeros R y S de los acetatos de (3R) y (3S)-[(1S,4R)-camfonil]sulfanilhexilo los
cuales se separaron por cromatografia en columna. La elucién se llevo a cabo sobre silica
gel (60 x 3,5 cm d.i) con una mezcla pentano:éter etilico (8:2) recogiendo 80 fracciones de
50ml cada una. El seguimiento por CCD (silica gel 60 Fzs54 5x10 cm) se realizo usando la
misma mezcla de elucion. De esta forma los compuestos de interés fueron detectados en las
fracciones 39 a 72. Esta fracciones fueron analizadas por HPLC, indicando que la fraccion

45 estaba enriquecida en el isémero (3R) y la fraccion 69 en el isdbmero (3S).

Las fracciones combinadas 39 a 44 y 46 a 48 (enantiomero R), las fracciones combinadas
65 a 68 y 70 a 72 (enantiomero S) y las fracciones 45 y 69 se utilizaron para recuperar el
tiol y su acetato. El tiol se recuperd por reduccion con LiAlH,4 disuelto en éter etilico y
reaccion en reflujo durante 2 horas. Los respectivos acetatos (3R) y (3S) se obtuvieron por
reaccion de los respectivos tioles con cloruro de acetilo disuelto en diclorometano durante 2
horas a temperatura ambiente. La figura 2.3 muestra el diagrama completo de la ruta

sintética empleada.
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Figura 2.3 Sintesis para la separacion de enantiémeros (3R/3S)-sulfanil-1-hexanol y
acetato de (3R/3S)-sulfanilhexilo.

La concentracion de los productos de sintesis fue determinada usando octanoato de metilo
como estandar interno. Como resultado de la sintesis a partir de las fracciones 45 y 69 se
obtuvieron 7,46 mg del (3R)-3-sulfanil-1-hexanol (ee 99,8%) y 6,78 mg del (3S)-3-sulfanil-
1-hexanol (ee 99,7%) respectivamente. EM-IE, m/z (abundancia relativa en %): 55 (100),
100 (64), 57(57), 41 (49), 61(43), 67 (35), 82 (34), 83 (28), 47 (19), 73 (16), 88 (15), 39
(15), 43 (14), 134 (14, M%), 56 (13), 71 (13), 69 (13), 45 (12), 42 (11), 59 (11).

La sintesis de los acetatos se realiz6 separadamente a partir de 3,73 mg (0,028 mmol) de
(3R)-3-sulfanil-1-hexanol y de 3,39 mg (0,025 mmol) de (3S)-3-sulfanil-1-hexanol como se
describid para la mezcla racémica. El producto de reaccion se purifico por CC sobre silica
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gel (15 x 2 cm d.i.) y elucion con 300 ml de una mezcla pentano:éter etilico (9:1). Se
recolectaron fracciones de 50 ml y los tioacetatos fueron detectados por CCD en las
fracciones 3 a 4. La concentracion fue determinada por CG-FID usando octanoato de metilo
como estandar interno. Asi se obtuvieron 2,30 mg de acetato de (3R)-3-sulfanilhexilo (41%;
ee 100%) y 2,71 mg de acetato de (3S)-3-sulfanilhexilo (53%; ee 99,5%).

Los tioacetatos obtenidos a partir de las fracciones combinadas 39-44 y 46-48 (enantiomero
R) y de las fracciones 65-68 y 70-72 (enantiomero S), se emplearon en la sintesis de los
derivados diasteroisoméricos fenilpropanoides para la asignacion de la configuracion
absoluta de los tioles sintetizados (figura 2.4). Los tioacetatos se hicieron reaccionar
separadamente con cloruro de (2R)-fenilpropanoilo obtenido a partir del acido (2R)-
fenilpropanoico y cloruro de oxalilo. EI producto de reaccion fue purificado por CC sobre

silica gel (15 x 2 cm d.i.) y elucion con 200 ml de una mezcla pentano:éter etilico (9:1).

Cada uno de los derivados obtenidos se analizé por RMN *H en las condiciones expuestas
en el numeral 2.6.6 y mediante el calculo de las diferencias en los desplazamientos
quimicos y aplicacion del modelo de Helmchen se logrd establecer la configuracion
absoluta de los isomeros sintetizados (Heusinger y Mosandl, 1984).

SH (0]

SH c|)
J |
HaC 0" “cH, H3C/\/\/\O)\CH3

CHCI; 5d, 55°C

CHs CHg
o=— o—
S (e}

S O‘ =t
HyC 0" Sen, HaC o

acetato de BR)-3-{[(2R)-2-fenilpropil]sulfanilhexilo} acetato de BS)-3-{[(2R)-2-fenilpropil]sulfanilhexil:

CH3

Figura 2.4 Diagrama de la sintesis de los acetatos de (2R,3S) y (2R,3R)-2-fenilpropanoil-3-
sulfanilhexilo
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trans-4,5-Epoxi-(E)-2-decenal (35) y trans-4,5-Epoxi-(E)-2-undecenal (38)

La sintesis de estos compuestos se realizd por reaccion de (E,E)-2,4-decadienal y (E,E)-2,4-
undecadienal con &cido 3-cloroperbenzoico respectivamente (Schieberle y Grosch, 1991). —
El (E,E)-2,4-decadienal (912 mg, 6 mmol) y el &cido 3-cloroperbenzoico (836 mg, 6 mmol)
se disolvieron por separado en 10 ml de diclorometano. El agente oxidante se adicion6 en
porciones de 5 ml durante 1 hora a temperatura ambiente y la mezcla se mantuvo a -25 °C
durante 12 horas. La mezcla finalmente se extrajo 2 veces con porciones de 50 ml de
carbonato de sodio (0,5 M) y se secO sobre sulfato de sodio anhidro. El producto se

concentrd a un volumen de 2,5 ml y se analizé por CG-O.

En el caso de la sintesis del trans-4,5-epoxi-(E)-2-undecenal se emplearon 996 mg de
(E,E)-2,4-undecadienal (6 mmol) y 912 mg de acido 3-cloroperbenzoico (6 mmol) en las
condiciones descritas anteriormente. Como producto de esta sintesis se obtuvo una mezcla
del trans-2,3-(E)-epoxiundecenal (nota citrica, grasa) y del trans-4,5-(E)-2-undecenal (nota
metalica) facilmente diferenciables no solo por su nota olfativa sino por sus IR en columna
DB-5 (1393 y 1486, respectivamente). Sin embargo, el valor umbral del componente trans-
2,3-epoxiundecenal no superd en 100 veces el valor umbral del compuesto de interés, razén
por la cual el resultado de esta sintesis se utilizo como sustancia de referencia para la

identificacion del trans-4,5-epoxi-(E)-2-undecenal en la mezcla de aroma de guayaba.

La concentracion de los productos de las sintesis fue determinada por CG-FID usando
como estandar interno (E,E)-2,4-decadienal y (E,E)-2,4-undecadienal respectivamente. Asi
se obtuvieron 43,2 mg de trans-4,5-epoxi-(E)-2-decenal (4%). EM-IE, m/z (abundancia
relativa en %): 68(100), 81 (15), 39 (14), 45 (11), 43 (10), 44 (10), 57 (10), 69 (9), 42 (9),
40 (8), 41 (7), 46 (6), 58 (5), 55 (5), 59 (5), 109 (4), 84 (4), 82 (3), 56 (3), 85 (3), 71 (3), 83
(3), 70 (2), 47 (2), 97 (2), 60 (2), 108 (2), 53 (2), 54 (2), 86 (1), 143 (1), 95 (1), 67 (1), 72
(1). EM-1Q m/z (% abundancia relativa): 169 (100; M+H"), 151 (31; M+H"-H,0), 170
(10), 107 (10), 123 (8), 153 (6), 139 (6), 109 (5), 125 (4); y 52,2 mg de trans-4,5-epoxi-(E)-
2-undecenal (5%). EM-IE, m/z (% abundancia relativa): 68 (100), 41 (12), 81 (28), 166 (4).
EM-1Q, m/z (% abundancia relativa): 183 (100; M+H™), 165 (20; M+H"-H,0).
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2.3.2 Sintesis de los compuestos marcados isotopicamente. Muchos de los compuestos
marcados isotopicamente empleados en el analisis cuantitativo del aroma de la guayaba
fueron previamente sintetizados en el laboratorio de quimica de aromas del profesor Dr.
Peter Schieberle de la Universidad Tecnoldgica de Munich-Alemania. Con base en el
resultado del estudio del aroma de la guayaba, como parte de este trabajo se sintetizaron los
compuestos marcados isotdpicamente identificados por primera vez en su aroma: 3-
sulfanil-1-hexanol (29d), acetato de 3-sulfanilhexilo (26d), (2R,3S) y (2S,3S)-2-hidroxi-3-
metilpentanoato de metilo (16d y 18d) (Los numeros entre paréntesis corresponden a los

presentados en la tabla 3.6). La sintesis de estos compuestos se describe a continuacion.

[1,1-2H,]-3-Sulfanil-1-hexanol (29d)

Para la obtencion de este compuesto se empled un procedimiento analogo al seguido para la
sintesis del [1,1-H,]-3-sulfanil-2-metil-1-pentanol (Granvogl, et al, 2004), pero a partir de
(E)-2-hexenal como se muestra en la figura 2.5.

o O

i | A
s Y Je T
HscW\H a HoC y b HaC OH

¢ l LiAID,

(@]
sH D o) || SH D
L HBC/\CI
H3C (@) CH3 - H3C OH
D d D
2 .
[1,1-2H2]-acetato de 3-sulfanilhexilo [1,1- H,]-3-sulfanil-1-hexano

Figura 2.5 Esquema de la sintesis de [1,1-?H.]-3-sulfanil-1-hexanol (29d) y [1,1-?H,]-
acetato de 3-sulfanilhexilo (26d). Sintesis de a. 3-(acetiltio)-hexanal; b. acido 3-(acetiltio)-
hexanoico; c. [1,1-?H,]-3-sulfanil-1-hexanol y d. [1,1-?H,]-acetato de 3-sulfanilhexilo

a. Sintesis del 3-(acetiltio)-hexanal. En un sistema bajo atmosfera de argon se
disolvieron 2,5 ml de (E)-2-hexenal (20 mmol) en 20 ml de piperidina (0,25 mmol).
Sobre esta solucion se adicionaron lentamente 2 ml de acido tioacético (27 mmol).

La mezcla se dej6o en agitacion durante 18 horas a temperatura ambiente.
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Transcurrido el tiempo de reaccion se adicionaron 220 ml de éter etilico y la mezcla
se lavd con HCI (1 M) dos veces con porciones de 5 ml y luego con una solucién
saturada de NaHCOs; (10 ml). La fase orgénica obtenida se secd con Na,SO,
anhidro y se concentré por destilacion en una columna Vigreux. EM-IE, m/z (%
abundancia relativa): 44 (100), 40 (16), 45 (12), 43 (8), 41 (6), 39 (5), 43 (5), 42 (4),
36 (4), 73 (4)

b. Acido 3-(acetiltio)-hexanoico: el producto de la sintesis anterior se mezcl6 con 2,5 g
de acido amidosulfénico (26 mmol) y se disolvieron en una mezcla de agua:etanol
2,5:1 (30 ml). Posteriormente se adiciond una solucién de NaClO (27 mmol) en
etanol:agua 1:1 (30 ml). La mezcla de reaccion se agitd a temperatura ambiente
durante 5 horas. Al cabo de este tiempo, la solucion obtenida se extrajo con éter
etilico (2 x 80 ml) y las fases etéreas combinadas se secaron con Na,SO,4 anhidro y
el solvente se removié al vacio en un rotavapor. EM-IE, m/z (% abundancia
relativa): 43 (100), 45 (47), 70 (27), 44 (23), 130 (23), 55 (22), 97 (21), 41 (19), 69
(19), 89 (19), 73 (15), 87 (15), 60 (10), 71 (10), 88 (10).

c. [1,1-?H,]-3-sulfanil-1-hexanol: El 4cido 3-(acetiltio)-hexanoico obtenido en el paso
anterior se disolvié en 5 ml de éter etilico y se adicion6 gota a gota sobre una
suspension de 1,3 g de LiAID4 (30 mmol) en 25 ml de éter etilico bajo atmosfera de
argon. Después de dejar en reflujo y agitacion durante 3 horas, la mezcla de
reaccion se enfrié a 0 °C y se adicionaron 15 ml de una solucion saturada de NH,CI,
seguida por 10 ml de una solucién de HCI (2 M). La fase organica se separ0 y lavo
con 10 ml de una solucién saturada de NaHCOg3 y se secd sobre Na,SO,4 anhidro
para finalmente llevarla a un volumen de 100 ml con éter etilico. Asi se obtuvieron
289 mg de [1,1-°H,]-3-sulfanil-1-hexanol (11%). EM-IE, m/z (% abundancia
relativa): 55 (100), 41 (94), 61 (86), 58 (82), 56 (74), 57 (61), 102 (59) 69 (58), 85
(47), 42 (45), 101 (44), 83 (42), 47 (37), 43 (36), 39 (35), 68 (33), 84 (31), 89 (31),
75 (29), 59 (28), 45 (24), 136 (24); EM-1Q (metanol), m/z (% abundancia relativa):
119 (100; M+H-H,0).
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[1,1-°H,]-Acetato de 3-sulfanilhexilo (26d)

Una solucién de 70,7 mg de [1,1-*H,]-3-sulfanil-1-hexanol (0,52 mmol) en diclorometano
se adicion0 gota a gota sobre una solucion de 0,1 g de cloruro de acetilo (1,3 mmol) en 3 ml
de diclorometano a 0 °C. Después de agitar por 2 horas, el solvente y el exceso de cloruro
de acetilo se removieron por destilacion a presion reducida (figura 2.5d). Se obtuvieron 81
mg (87%) del [1,1-*H,]-acetato de 3-sulfanilhexilo. EM-IE, m/z (% abundancia relativa):
43 (100), 90 (42), 118 (40), 85 (39), 75 (32), 55 (25), 56 (23), 89 (19), 57 (18), 69 (18), 41
(16), 87 (15), 84 (14), 103 (12), 42 (11), 45 (10). EM-IQ (metanol), m/z (% abundancia
relativa): 119 (100; M+H-CH3COOH).

[*Hs]-(2R,3S) y (2S,3S)- 2-Hidroxi-3-metilpentanoato de metilo (16d y 18d)

Teniendo en cuenta que en el aroma de la guayaba solo estan presentes dos
diasteroisomeros de esta molécula, se realizd la sintesis de los respectivos estandares
marcados isotopicamente. Estos compuestos se obtuvieron a partir de (L)-isoleucina y (D)-
allo-isoleucina, respectivamente, utilizando la misma reaccion de la figura 2.2 pero con
[Hs]-metanol como fuente de deuterio. Asi se obtuvieron 15 mg del [?Hs]-(2R,3S) 2-
hidroxi-3-metilpentanoato de metilo (24%); EM-IE, m/z (% abundancia relativa): 93 (100),
87 (69), 45 (69), 36 (43), 41 (40), 57 (28), 69 (24), 36 (17), 40 (13), 38 (12), 43 (11), 39
(10), 58 (8); EM-1Q (metanol), m/z (% abundancia relativa): 150 (100; M+H"); 21 mg del
(2S,3S)-2-hidroxi-3-metilpentanoato de metilo (30%); EM-IE, m/z (% abundancia relativa):
93 (100), 87 (57), 45 (55), 41 (36), 36 (28), 57 (26), 69 (21), 36 (16), 38 (8), 43 (8), 58 (8),
40 (8), 39 (8); EM-1Q (metanol), m/z (% abundancia relativa): 150 (100; M+H").

[1,1-H.]-Alcohol cinamilico (45d)

Este compuesto marcado isotopicamente se prepar6 por reduccion de cinamato de etilo con
LiAID4 (Klemm, et al, 1966). EM-IE, m/z (% abundancia relativa): 93 (100), 136 (75), 92
(56), 78 (47), 91 (44), 79 (42), 117 (40), 106 (38), 77 (35), 94 (30), 107 (26), 51 (26), 80
(21), 116 (20), 135 (17), 118 (16), 104 (15), 119 (12), 63 (12), 103 (12), 39 (11), 105 (11).
EM-IQ (metanol), m/z (% abundancia relativa): 119 (100; M+H-H,0), 120 (9).
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[1,1-°H,]-Acetato de cinamilo (41d)

Se prepard por reaccion del alcohol cinamico marcado (45d) con una solucion de cloruro de
acetilo. EM-IE, m/z (% abundancia relativa): 43 (100), 116 (80), 117 (67), 135 (55), 136
(54), 119 (49), 107 (37), 178 (34), 118 (34), 93 (27), 92 (12), 94 (12), 77 (12), 78 (10), 51
(8), 79 (8). EM-1Q (metanol), m/z (% abundancia relativa): 119 (100; M+H-CH3COOH).

[2,2,2-?H3]-Butanoato de etilo (3d)

La reaccién controlada de &cido butanoico y [2,2,2-Hs]-etanol en presencia de &cido
sulfirico permiti6 la obtencién de [2,2,2-?Hs]-butanoato de etilo. EM-IE, m/z (%
abundancia relativa): 71 (100), 91 (91), 43 (79), 41 (56), 61 (42), 42 (41), 74 (35), 48 (28),
39 (21), 72 (20), 104 (20), 73 (13), 90 (13). EM-IQ (metanol), m/z (% abundancia relativa):
120 (100; M+H").

[Hs]-Benzoato de metilo (22d)

Sobre una mezcla de metanol y 6xido de zinc se adiciond [*Hs]-cloruro de benzoilo
(Tamaddon, et al., 2005). EM-IE, m/z (% abundancia relativa): 110 (100), 82 (90), 52 (83),
141 (29), 54 (18), 52 (6), 111 (6), 83 (3), 142 (2). EM-IQ (metanol), m/z (% abundancia
relativa): 142 (100; M+H™).

[*Hs]-Benzoato de etilo (24d)

La sintesis de este compuesto se realizé de manera analoga a la empleada para la obtencién
del éster metilico, pero usando etanol en cambio de metanol. EM-IE, m/z (% abundancia
relativa): 110 (100), 82 (40), 127, (27), 54 (15), 155 (12), 111 (7), 83 (3), 109 (4), 52 (4),
83 (3), 128 (2). EM-IQ (metanol), m/z (% abundancia relativa): 156 (100; M+H").

[5,5,6,6-°Ha]-Hexanal (4d)

A partir de [5,5,6,6-2H,]-hexanol, el cual se obtuvo mediante deuteracion de 5-hexin-1-ol
usando un catalizador de Wilkinson y su subsecuente oxidacion usando periodinano Dess-
Martin (Young, et al, 1965, Dess, et al, 1983). EM-IE, m/z (% abundancia relativa): 44
(100), 59 (45), 60 (41), 43 (31), 45 (23), 57 (22), 46 (21), 58 (19), 61 (18), 41 (17), 76 (15),
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42 (14), 47 (14). EM-IQ (metanol), m/z (% abundancia relativa): 87 (100; M+H"*-H,0), 105
(93; M+H"), 86 (92; M+H"-HDO).

[5,5,6,6,6-°Hs]-(Z)-3-Hexenal (6d)

El compuesto fue obtenido a partir de 2-([5,5,6,6,6->Hs]-3-hexin-1-iloxi)tetrahidro-2H-
pirano el cual fue sintetizado a partir de 2-(3-butin-iloxi)-tetrahidro-2H-pirano y [*Hs]-
yoduro de etilo y posterior hidrélisis en [5,5,6,6,6-°Hs]-3-hexin-1-ol (Brenstrum, et al,
1993) el cual fue finalmente convertido en [5,5,6,6,6-°Hs]-(Z)-3-hexenal usando
periodinano Dess-Martin (Dess, et al, 1983). EM-IE, m/z (% abundancia relativa): 44
(100), 43 (90), 74 (83), 45 (40), 46 (39), 57 (35), 42 (34), 103 (30), 85 (26), 41 (23), 60
(22), 40 (21), 39 (16), 47 (13), 72 (13), 84 (10), 56 (10), 55 (10), 73 (10), 58 (10). EM-IQ
(metanol) m/z (% abundancia relativa): 85 (100; M+H"-HDO), 84 (35; M+H"-D,0), 86
(17; M+H"-H,0), 104 (17; M+H™).

[7,7,8,8-?H,]-trans-4,5-Epoxi-(E)-2-decenal (35d)

El decadienal marcado se obtuvo a partir de [3,3,4,4->H4]-hexanal obtenido de manera
analoga a la descrita anteriormente para la obtencién de [5,5,6,6-°Hs]-hexanal (4d),
reemplazando el 5-hexin-1-ol por 3-hexin-1-ol. La reaccion entre el aldehido marcado y un
reactivo de Grignard permitié la obtencion del decadienal que fue finalmente sometido a
epoxidacion (Guth y Grosch, 1990). EM-IE, m/z (% abundancia relativa): 68 (100), 81
(35), 109 (10), 143 (5). EM-IQ (isobutano) m/z (% abundancia relativa): 173 (100; M+H"),
154 (17; M+H"-H,0),

([*Hs]-Metiltio)propanal (metional) (14d)

La sintesis de metional marcado se realiz6 mediante el tratamiento de un haluro de alquilo
con sales de mercaptanos. Aungue la solubilidad del haluro de alquilo en agua es pequefia,
la alta reactividad del compuesto azufrado es suficiente para obtener una reaccion
completa. La funcion éster es reducida con hidruro de aluminio y litio para obtener el
respectivo alcohol, el cual se oxida con clorocromato de piridinium hasta el aldehido (Sen 'y
Grosch, 1991). EM-IE, m/z (% abundancia relativa): 51 (100), 107 (78, M"), 79 (28), 64
(27), 49 (20), 55 (19).
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[?Hs]-4-Metoxi-2,5-dimetil-3(2H)-furanona (21d)

Una solucién de 4-hidroxi-2,5-dimetil-3(2H)-furanona y [?Hs]-yoduro de metilo en 10ml de
acetona fueron puestos en reflujo en presencia de carbonato de potasio. EM-IQ, m/z (%
abundancia relativa): 145 (100, M), 43 (60), 127 (20), 74 (20), 58 (20) (Schieberle y
Hofmann, 1997).

[C,]-4-Hidroxi-2,5-dimetil-3(2H)-furanona (37c)

El compuesto fue marcado con “*C para evitar el intercambio de hidrégeno y oxigeno
durante el analisis, empleando como fuente de atomos marcados [**C,]- acetaldehido. El 3-
butin-2-ol, protegido con bicarbonato de tert-butilo (BOC) se hizo reaccionar con
diisopropilamiduro de litio (LDA) y luego con [**C,]- acetaldehido, para obtener un
alcdxido, el cual posteriormente se hizo reaccionar con bicarbonato de tert-butilo para
producir un alquino doblemente protegido. La oxidacién del alquino protegido con
permanganato de potasio permitio obtener la 1,2-diona. Al remover los grupos protectores
BOC con 4&cido oxalico, se produjé simultaneamente una reaccion de ciclizacion que
permitio obtener el analito marcado isotopicamente (Blank, et al, 1997). EM-IE, m/z (%
abundancia relativa): 130 (100), 87 (12), 85 (13), 59 (32), 57 (41), 45 (47), 43 (45), 29 (18);
EM-IQ (amoniaco), m/z (% abundancia relativa): 148 (100, [M + NH4]").

[5,6-*C,]-3-Hidroxi-4,5-dimetil-2(5H)-furanona o (**C,)-sotolona (16c)

La sintesis de este componente se realizO mediante la condensacion del 2-metil-3-
oxobutanodioato de dietilo y el [1,2-**C,]-acetaldehido seguido por la lactonizacion y
subsecuente descarboxilacion bajo condiciones fuertemente acidas. EM-IE, m/z (%
abundancia relativa): 83 (100), 55 (95), 128 (60, M+), 43 (55),57 (45), 29 (40), 27 (30), 39
(25), 72 (25), 85 (25).
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2.4. EXPERIMENTOS DE IDENTIFICACION DE COMPUESTOS ACTIVOS
OLFATIVAMENTE.

2.4.1 Extraccién de componentes volatiles por SAFE. Las frutas enteras (100g) se
homogenizaron durante 5 minutos y se adicionaron 300 ml de diclorometano, enfriando la
mezcla sobre un bafio de hielo. Luego se adicionaron pequefias porciones de sulfato de
sodio anhidro (300 g) las cuales se homogenizaron mediante agitacion continua. El sélido
obtenido se empaco en una columna de vidrio y se eluy6 con 200 ml de diclorometano. La
fase organica obtenida que presentd el aroma caracteristico de la guayaba y una coloracién
rojiza intensa se sometid a destilacion a presion reducida usando el equipo SAFE (figura

2.6) cuyo funcionamiento se describe a continuacion.

Figura 2.6 Equipo SAFE (Solvent Assisted Flavor Extraction) (Engel et al, 1999)

El equipo SAFE se encuentra completamente termostatado a una temperatura de 40°C y
conectado por la salida 2 a una fuente de vacio entre 102 y 10 Pa. El balén 6 se sumerge
en el bafio termostatado 1 a una temperatura de 40°C. La seccién 3 se sumerge en un bafio

de nitrégeno liquido y la seccion 4 también se llena con nitrodgeno liquido. El extracto de
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aroma de guayaba se ubica en el compartimento 5 y se hace ingresar al sistema por
operacion de la Ilave del embudo. Los componentes volatiles son condensados en la trampa
de nitrégeno y conservados en el balon 3. El extracto asi obtenido fue incoloro y presentd el

aroma caracteristico de la guayaba.

Para disminuir la complejidad del extracto, los compuestos de aroma fueron separados
segun su naturaleza quimica en dos fracciones: compuestos neutros-basicos y compuestos
acidos. La extraccion con una solucion de carbonato de sodio (0,5 M) permitié remover los
componentes acidos. La fase organica se seco sobre sulfato de sodio anhidro y se concentro
hasta un volumen de 1ml (FNB). La fase acuosa se acidificd (pH 2-3) con una solucion de
acido clorhidrico (16 %) y se extrajo con diclorometano. La fase orgéanica se secd con

sulfato de sodio anhidro y se concentr6 hasta un volumen de 1 ml (FA).

2.4.2 Extraccion de componentes volatiles por HS-MEFS. Para la extraccion por HS-
MEFS se uso la fibra: DVB/CAR/PDMS (Supelco). Los analisis se realizaron con 5 g de
fruta, en un vial herméticamente cerrado de 200 ml, que se mantuvo durante un tiempo de
equilibrio de 45 minutos a 18°C, tiempo después del cual se realizo la extraccién de la
muestra con un tiempo de muestreo de 15 minutos. Los compuestos retenidos se
desorbieron en el puerto de inyeccién de un cromatografo de gases en modo splitless a

250°C durante 3 minutos.

2.4.3 Aroma Extract Dilution Analysis (AEDA) y AEDA comparativo. EI AEDA se
realizé mediante la dilucion del extracto obtenido por SAFE en un factor de dilucion 2"y el
respectivo andlisis por CG-O de las diversas diluciones hasta obtener un numero tal de
diluciones que ningan odorante fuese percibido. Para ello, se tom6 cada una de las
fracciones (FNB y FA) a partir de las cuales se prepararon dos diluciones 1:20 y 1:200 que
se analizaron por CG-O por al menos tres panelistas en dos fases estacionarias de diferente
polaridad (DB-5 y FFAP). La fase estacionaria FFAP en la cual los panelistas detectaron el
mayor numero de zonas olfativamente activas en la mayor dilucion fue seleccionada para

hacer el analisis AEDA completo.
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Con este fin se prepararon separadamente una serie de diluciones 2" de las fracciones FNB
y FA que se analizaron por CG-O durante dos dias consecutivos. En el primer dia se
analizaron la fraccion FNB sin diluir y las diluciones: 1:4, 1:16, 1:64, 1:256 y 1:1024 y en
el segundo dia se analizaron las diluciones 1:2, 1:8, 1:32, 1:128, 1:512. Con el fin de
asegurar la reproducibilidad de los resultados el analisis se repitio tres veces por dos
panelistas. Los resultados del analisis AEDA se graficaron en un diagrama el logaritmo del
factor de dilucion (FD) vs. el indice de retencién (IR).

El AEDA comparativo entre las variedades y entre los estados de madurez se realiz6 de
manera analoga a la descrita anteriormente, comparando extractos obtenidos a partir de la

misma cantidad de guayaba y por el mismo método de extraccion.

2.4.4 HS-CG-O-AEDA. Para el anélisis de componentes de alta volatilidad, se utilizo la
extraccion por headspace (HS) y su analisis por CG-O. En un vial sellado de 300 ml se
colocaron 50 g de guayaba, los cuales se mantuvieron a temperatura ambiente durante una
hora. Se tomaron diferentes volumenes del HS asi: 20 ml, 10 ml, 5 ml, 2.5 ml, 1.25 ml,

0.625 ml que se analizaron por CG-O bajo las condiciones descritas en el numeral 2.6.2.

2.4.5 Fraccionamiento por cromatografia en columna (CC)

2.4.5.1 Fraccionamiento de FNB. La fraccion neutra-basica del extracto de aroma fue
sometida a CC sobre silica gel (Rieselgel 7% H,0) usando como eluyente un gradiente
discontinuo de pentano:éter etilico en porciones de 50 ml (100:0, 99:1, 90:10, 70:30,
0:100). Se recogieron 25 fracciones de 10 ml cada una que se concentraron por destilacion
a 40°C hasta un volumen de 0,1 ml. Cada fraccion fue analizada por CG-O y la nota
olfativa detectada se correlaciono con las percepciones sensoriales detectadas en el analisis

CG-0O de la fraccién neutra-basica completa.

2.4.5.2 Fraccionamiento de FNB para extraccion selectiva de los tioles.
Preparacion agarosa mercurada: El fraccionamiento de los tioles se realizd sobre una

columna Affi-gel 10 (2 ml) previamente mercurada con una solucion de acetato de p-
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aminofenilmercurio (Tominaga, et al, 1998). Para ello se disolvieron 0,417 g del acetato de
p-aminofenilmercurio en 7,5 ml de dimetilformamida con agitacion a temperatura ambiente
durante 4 horas, seguido por la adicion de 0,25 ml de etanolamina y agitacion por 1 hora
adicional. La mezcla se filtr6 usando un embudo Bichner y se lavd con 100 ml de
dimetilformamida y 200 ml de isopropanol. El solido se suspendié en 75 ml de isopropanol

y la agarosa mercurada se conservo en una botella ambar a -20 °C.

Extraccion selectiva de tioles: La fraccion FNB obtenida segun se indicd en el numeral
2.4.1 se paso por una columna empacada con la agarosa mercurada (2 cm x 0,5 cm d.i.),
previamente acondicionada con 5 ml de isopropanol. El extracto se eluyé inicialmente con
15 ml de una mezcla pentano:diclorometano (2:1 v/v) para eliminar otros volatiles. Los
tioles retenidos en la agarosa se liberaron por elucion con 50 ml de una mezcla
pentano:diclorometano (2:1 v/v) que contenia disueltos 77,15 mg de ditiotreitol (DTT). El
eluido obtenido se sometio a extraccion SAFE para eliminar el exceso de DTT vy el extracto
se concentrd hasta un volumen de 10 ul usando un vial Diinges (microdestilador). En forma
anadloga se obtuvo un blanco. La fraccion enriquecida en tioles (FT) y el blanco se
analizaron por CG-O y CG-EM usando una columna DB-FFAP en las condiciones

expuestas en el numeral 2.6.1.

2.4.6 Determinacion de la proporcion de los &cidos 2 y 3-metilbutanoico. Para
establecer la relacion de los acidos 2 y 3-metilbutanoico en la fraccion FA del aroma de la
guayaba, se prepard una curva de calibracién mediante el analisis por CG-EM en modo IE
de un conjunto de soluciones preparadas con las siguientes cantidades (v/v) de los &cidos 2
y 3-metilbutanoico: 100:0, 90:10, 70:30, 50:50, 30:70, 10:90 y 0:100. Estas mezclas se
analizaron bajo las mismas condiciones cromatograficas (ver numeral 2.6.1) y espectrales
(ver numeral 2.6.3). Con la intensidad de los iones fragmento tipicos de cada acido: m/z 74
para el acido 2-metilbutanoico y m/z 60 para el &cido 3-metilbutanoico, se obtuvo una
curva de calibracion de la relacion entre la intensidad del ion m/z 60 y la suma de las
intensidades de los iones m/z 60 y 74 contra el porcentaje de acido 3-metilbutanoico en la

mezcla que permitio establecer el factor de respuesta mediante la siguiente relacion:
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FR =[mg (3Mb) / mgr (3Mb) + mg (2Mb)] x [Ir (60) + Iz (74) / Iz (60)] (1)
Donde FR= factor de respuesta; mg (3Mb) = Cantidad de acido 3-metilbutanoico en la
solucion de calibracion; mg (2Mb) = Cantidad de acido 2-metilbutanoico en la solucion de

calibracion; Iz (m/z) = intensidad del ion fragmento.

La intensidad de los iones fragmento en el extracto de aroma permitio calcular el porcentaje
de acido 3-metilbutanoico teniendo en cuenta la correccion por el factor de respuesta con la

siguiente ecuacion:

A (3Mb) = 1, (60) / [l, (60) + I, (74)] x FR x 100  (I1)
Donde A (3Mb) = porcentaje de acido 3-metilbutanoico; I, (m/z) = intensidad del ion

fragmento y FR = factor de respuesta.

2.4.7 Determinacion de la distribucion enantiomérica de los compuestos volatiles
quirales. Para establecer la distribucion enantiomérica del 3-sulfanil-1-hexanol, del acetato
de 3-sulfanilhexilo y de los isémeros del 2-hidroxi-3-metilpentanoato de metilo, cada
esteroisomero fue sintetizado y analizado por CG-0. Todos los esteroisémeros presentaron
una buena separacion tanto en columnas polares (FFAP) como en columnas quirales BGB
175 y BGB-176 (30 m x 0,25 mm d.i.; df= 0,25 um BGB Analytik, Schlossbdckelheim,
Alemania). Con los datos espectrales y sensoriales de las sustancias de referencia y
mediante la comparacién de dichos parametros con los obtenidos para el extracto de aroma,

se establecid la presencia o0 ausencia de cada esteroisomero en el aroma de la guayaba.

2.4.8 Extraccién de precursores cisteinilizados en guayaba e hidrolisis. La extraccion
de precursores cisteinilizados se realizé mediante la homogenizacién de 500 g de fruta en
agua, la cual fue posteriormente eliminada por liofilizacion. Asi se obtuvieron 20 g de un
solido seco que se redisolvio en 200 ml de agua. Esta solucion se extrajo con diclorometano
para eliminar componentes volatiles remanentes. Se preparé una columna con fase
estacionaria Cig (Alltech, C-Gel C18 C-490; 15 cm x 5 cm d.i.) previamente acondicionada
con etanol y mezclas sucesivas de etanol:agua 80:20; 60:40; 40:60; 20:80 y agua

(Tominaga y Dubourdieu, 2000).



77

El extracto libre de solvente se aplico sobre la columna por accién de vacio y se eluy6 con
un gradiente discontinuo agua:etanol 100:0; 90:10; 80:20; 70:30; 50:50. Se recolectaron 5
fracciones de 150 ml cada una. El etanol de las fracciones se elimind al vacio a 40°C vy el
agua remanente fue eliminada por liofilizacion. Asi se obtuvieron 1,6095 g de la fraccion 1;
0,1670 g de la fraccion 2; 0,2278 g de la fraccion 3; 0,0862 g de la fraccién 4 y 0,1077 g de
la fraccion 5.

Cada fraccion se sometio a hidrolisis enzimatica por dilucion de la muestra en 2 ml de
buffer fosfato 50 mM (pH 7,4) que contenia 100 mM de piridoxalfosfato. Sobre esta mezcla
se adicionaron 200 ul de una solucion de triptofanasa (Aldrich, 700 ug/ml). La mezcla se
dejo en agitacion por una hora a 30°C, tiempo al cabo del cual se extrajo con dos porciones
de 1 ml de diclorometano (Wakabayashi, et al, 2004). La fase organica se seco sobre sulfato
de sodio anhidro y se concentr6 a un volumen de 200 ul. Cada extracto fue analizado por
CG-O.

2.5 EXPERIMENTOS DE CUANTIFICACION

2.5.1 Determinacion de la concentracion de soluciones de compuestos marcados
isotépicamente. Los productos de cada sintesis fueron obtenidos en soluciones de un
volumen definido. Las concentraciones de los estandares fueron determinadas por la
relacion de areas con un estandar interno y su respuesta en un detector FID. Para ello se
prepararon soluciones independientes en concentraciones conocidas del estandar sin marcar
y de octanoato de metilo como estandar interno. Alicuotas de las dos soluciones se
mezclaron en relaciones 1+4, 1+1 y 4+1 se analizaron por CG-FID. La relaciéon de las
concentraciones y de la intensidad del area obtenida para cada compuesto permitié calcular
el respectivo factor de respuesta (FR).

Luego se prepararon soluciones del estandar isotopicamente marcado y octanoato de metilo

en relaciones 1+4 y 4+1. La concentracion del estdndar marcado fue calculada usando
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dicho factor de respuesta y la relacion de las areas del compuesto isotopicamente marcado y
octanoato de metilo.

Cem = Com / Aom X Aem X FR  (111)
Donde C.yn = concentracion del estdndar marcado; C,n = concentracion de octanoato de

metilo; A, = area del octanoato de metilo; A.y, = area del estandar marcado.

2.5.2 Obtencién de los extractos de aroma para la cuantificacion de componentes
activos olfativamente. Los extractos con los componentes de aroma a cuantificar fueron
preparados de manera analoga a la indicada en el numeral 2.4.1, agregando cantidades
definidas de los estdndares marcados en el solvente de extraccion. Los estdndares fueron
agrupados por concentracion, es decir en un mismo analisis se cuantificaron componentes
mayoritarios y en otro independiente se cuantificaron los componentes minoritarios. La
cantidad de muestra y de estandar adicionado fue determinada por diversos ensayos,
buscando aquellas cantidades de fruta y estdndar que cumpliesen una relacion lo méas
cercana posible a 1:1.

Asi se emplearon diversas cantidades de material vegetal (0,5 g, 1 g, 10 g, 100 g, 200 g)
segun la cantidad de analito a cuantificar. La concentracién de los estandares estuvo en el

rango entre 0,2 y 20 pg.

Los estandares marcados en las cantidades seleccionadas fueron disueltos en cantidades que
van desde 50 ml hasta 1000 ml de diclorometano segin cada caso, el cual fue adicionado
sobre la cantidad de fruta previamente homogenizada durante 5 minutos. Mediante
agitacion continua y sobre un bafio de hielo se adicionaron pequefias porciones de sulfato
de sodio hasta obtener un polvo que se filtro posteriormente. El extracto obtenido fue
sometido a destilacion SAFE y posteriormente se concentrdé a un volumen entre 10 ul y 1

ml segun la concentracion del analito a cuantificar.

2.5.3 Cuantificacion de acetaldehido por HS-CG-EM. Para la determinacion de
acetaldehido se prepararon soluciones acuosas independientes de [“*C,]-acetaldehido y

acetaldehido (aprox. 150 ug/ml). Se prepararon mezclas de acetaldehido marcado y sin
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marcar en relaciones 1:1; 1:0,5; 1:0,2; 0,5:1 y 0,2:1. Las mezclas se analizaron por HS-CG-
EM y se determinaron las areas de los iones fragmento m/z 45 y 47 para el acetaldehido sin
marcar y marcado respectivamente. Al graficar la relacion de la intensidad de los iones
fragmento caracteristicos de cada analito y su analogo marcado isotopicamente —vs- la
relacién de sus concentraciones, se obtiene una relacion lineal cuya pendiente corresponde
al FR.

Para determinar el contenido de acetaldehido en la guayaba se prepararon muestras de
guayaba con cantidades de fruta y acetaldehido hasta obtener areas de los iones fragmento
en una relacién aproximadamente 1:1. El puré de la fruta se disolvié en 50 ml de agua
destilada que se mantuvo durante 1 hora en un vial herméticamente cerrado de 250 ml a
temperatura ambiente. Asi se prepararon muestras por triplicado de 50 g de guayaba sobre
las que se adicion6 1 ml de la solucion de acetaldehido marcado. Luego se obtuvo el

extracto segun el procedimiento descrito en el numeral 2.4.4.

2.5.4 Determinacion de los factores de respuesta. El factor de respuesta (FR) es un factor
gue compensa el marcado incompleto de un estandar. Para la determinacién de los factores
de respuesta, se prepararon soluciones de calibracion con cantidades definidas del
compuesto isotdpicamente marcado y sin marcar en relaciones de 1+3 a 3+1 que se
analizaron por CG-EM. Al graficar la relacion de la intensidad de los iones fragmento
caracteristicos de cada analito y su andlogo marcado isotépicamente —vs- la relacion de sus

concentraciones, se obtiene una relacion lineal cuya pendiente corresponde al FR.

2.5.5. Determinacion de la concentracién de compuestos activos olfativamente. La
cuantificacion de los analitos se realizé por relacién del area estimada para el fragmento
caracteristico del analito marcado y sin marcar, la concentracion de estandar adicionado y

la correccion por el FR de cada analito utilizando la siguiente ecuacion:

[compuesto activo olfativamente] = [ Ido/ 1d,] * Cestandar * FR / M (1v)
Donde Id, es la abundancia del fragmento caracteristico del analito sin marcar, Id, es la

abundancia del fragmento caracteristico del analito deuterado o marcado con *3C, Cestandar
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es la concentracion de estdndar adicionada, FR el factor de respuesta para el analito

cuantificado y M es la cantidad de guayaba en kilogramos.

2.5.6 Influencia del tiempo de homogenizacion. Para establecer la influencia del tiempo
y de la forma de homogenizar la fruta, en la liberacion enzimatica de componentes Cg en el
aroma de la guayaba, se analiz6 con una misma fruta cortada en cubos (1 g) y en forma de
puré (1 g) durante intervalos de tiempo entre 24-600 segundos (puré) y 10-600 segundos
(cubos). Una vez cumplido un tiempo determinado, la fruta se puso en contacto con 1ml de
una solucion saturada de cloruro de calcio. Para obtener el valor cero, una fruta completa
fue sumergida en una solucion de cloruro de calcio y cortada dentro de la solucién. La
extraccion y cuantificacion de volatiles se realizd6 como se indicé en el numeral 2.5.2
agregando cantidades conocidas de los estdndares marcados de hexanal, (Z)-3-hexenal y
(E)-2-hexenal.

2.6 METODOS INSTRUMENTALES

2.6.1 CG-FID y CG-O. Para los andlisis por CG-FID y CG-O se empleo un cromatografo
de gases 8160 (Fisons Instruments, Mainz, Alemania) usando Helio como gas de arrastre.
El cromatdgrafo contaba con un puerto de inyeccién on-column que se mantuvo a 40°C. La
columna cromatografica se dividio al final por medio de un divisor de cuarzo para obtener
respuesta simultanea en el detector fotométrico de llama (FID) y el puerto de olfaccion (O).
Los dos detectores se mantuvieron a 250 °C. ElI FID fue operado con Hidrégeno (20
ml/min) y aire (200 ml/min) y con Nitrégeno como gas auxiliar (30 ml/min). EIl detector
olfatométrico consistié en un tubo de aluminio (8 cm x 2,5 cm d.i.) que se mantuvo a
250°C al final del cual se ubicaba un panelista entrenado en la deteccidn de notas olfativas
de los compuestos que eluyen de la columna. Una vez percibido un aroma, este se indico en

el cromatograma y se describié la percepcion olfativa.

Las columnas empleadas en este analisis fueron las siguientes: DB-FFAP y DB-5 (J&W
Scientific, Chromatographie-Handel Muller, Fridolfing, Alemania) de 30 m x 0,32 mm d.i.,

df= 0,25 um a una presion en la cabeza de la columna de 70 kPa; columnas quirales BGB-



81

175 y BGB-176 (BGB Analytik, Schlossbéckelheim, Alemania) de 30 m x 0,25 mm d.i.,
df=0,25 um a una presién en la cabeza de la columna de 140 kPa. EI volumen de inyeccién
fue de 0,5 ul. EI programa de temperatura fue de 40 °C por 2 minutos luego calentamiento
a una velocidad de 6 °C/min hasta 190 °C seguido por calentamiento a una velocidad de 12

°C/min hasta 240 °C donde se mantuvo por 5 minutos.

El célculo de los indices de retencidn se realizo por relacion de los tiempos de retencion de

los analitos con los tiempos de retencion de una mezcla de parafinas patron (Cg-Cos).

2.6.2 CG-HS-EM. En un vial sellado de 300 ml se colocaron 50 g de guayaba, los cuales
se mantuvieron a temperatura ambiente durante una hora. Se tomaron diferentes volimenes
del HS asi: 20 ml, 10 ml, 5 ml, 2.5 ml, 1.25 ml, 0.625 ml que se analizaron por CG-O en un
cromatografo de gases Varian Chrompack CP-3800 equipado con una columna DB-5 (30m
x 0,32mm d.i., df=1,2um). El programa de temperatura fue el siguiente: 0 °C durante 2
minutos, luego calentamiento a una velocidad de calentamiento de 6 °C/min hasta 240 °C
durante 5 minutos. La temperatura del detector fue 250°C, del inyector 100°C, la
temperatura de desorcién fue de 250°C y el tiempo de desorcidén 10 minutos, la temperatura
de la trampa fue de -150°C y el tiempo de enfriamiento fue de 2 minutos. La columna fue
conectada a un EM Incos XL (Finnigan MAT, Bremen, Alemania) y analizados por

ionizacién quimica (1Q) con metano como gas reactivo a 115eV.

2.6.3 CG-EM . Para los analisis por HS-MEFS se utiliz6 un cromatografo de gases GC7A
(Shimadzu, Kyoto, Japdn), acoplado a un detector selectivo de masas QP 5050 operado en
modo de impacto electrénico con una energia de ionizacion de 70eV en un intervalo de
adquisicion de masas 40-350u y con un software de adquisicion de datos Shimadzu Class
S5KA.

Para los analisis de identificacion de componentes mayoritarios se utilizé un cromatdégrafo
de gases 5890 serie Il (Hewlett Packard, Waldbronn, Alemania) equipado con un

espectrometro de masas de sector de campo MAT 95 S (Finnigan, Bremen, Alemania). El
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espectrometro de masas fue operado en modo de impacto electronico a 70eV y en modo de

ionizacion quimica a 115eV usando isobutano como gas reactivo.

Para la determinacion de factores de respuesta, la identificacion preliminar de 3-sulfanil-1-
hexanol y 2-hidroxi-3-metilpentanoato de metilo asi como para la diferenciacion entre los
acidos 2 y 3-metilbutanoico, se utilizd un cromatografo de gases 5160 (Carlo Erba,
Hofheim) equipado con un detector de trampa de iones ITD 800 (Finnigan, MAT, Bremen)
El espectrometro de masas fue operado en modo de impacto electronico a 70eV y en modo

de ionizacién quimica a 70eV usando metanol como gas reactivo.

2.6.4 CGMD-EM. Para la cuantificacién de los componentes del aroma por SIDA se
empled un sistema CGMD-EM (figura 2.7). El equipo utilizado consistia de un autosampler
Combi PAL (CTC Analytics, Zwingen, Switzerland) y dos cromatografos de gases: 1.
Trace Ultra (Thermo Scientific, Dreieich, Germany) y 2. CP3800 acoplado a un
espectrometro de masas Saturn 2200 (Varian, Darmstad, Germany). EI primer
cromatografo (C) estaba equipado con un inyector on-column (Al), una columna capilar
FFAP (30m x 0,32mmi.d., 0,25 um d.f.), un sistema de cortes (Moving Column Stream
Switching System) (G), un detector FID (E) y un puerto de olfaccion (F).

El sistema de cortes (G) (Moving Column Stream Switching System) fue conectado al
segundo cromatografo (L) mediante una linea de transferencia de silica fundida desactivada
(H) (0,32mm i.d.) que se mantuvo a 250°C (Horst, Lorsch, Germany). La fraccion de
eluyente transferida al segundo cromatografo se almacenaba en una trampa fria (I) (SGE,
Griesheim, Germany) antes de inyectarse en una columna (K) DB-1701 (30m x 0,25mm
i.d, 0,25um d.f.). Los analitos se detectaron en un espectrometro de masas (M) en modo de

ionizacion quimica usando metanol como gas reactivo.
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Figura 2.7 Diagrama del equipo CGMD-EM.

Para el andlisis SIDA, la concentracion de los analitos fue calculada mediante la relacion de
las areas de fragmentos de masas caracteristicos tanto del analito como del estandar
isotopicamente marcado, teniendo en cuenta el factor de respuesta de cada componente en
las condiciones de analisis. El programa de temperatura de los dos cromatografos fue
establecido para cada analito bajo estudio segin el tiempo de corte y el tiempo de su
deteccion en el espectrometro de masas.

2.6.5 HPLC. Para determinar la pureza enantiomérica de los acetatos (3S) y (3R)-[(1S,4R)-
camfanoil]sulfanilhexilo se empled un sistema de cromatografia liquida Jasco PU-1580
(Jasco, Grossumstadt, Alemania) equipado con un inyector Rheodyne 7125, una columna
Nucleosil-100-5 C18 (Macherey-Nagel, Diren, Alemania), una bomba 110B (Beckman,
Munich, Alemania) y un detector UV/Vis Jasco UV-1575. Los acetatos fueron separados
con una mezcla isocratica de hexano:acetato de etilo 90:10 a un flujo de 1 ml/min y
monitoreados a una longitud de onda de 254 nm.

2.6.6 RMN 'H. Los espectros de RMN 'H de los derivados fenilpropanoides del 3-
sulfanilhexanol fueron tomados en un espectrometro AM 360 (Bruker, Karlsruhe). La
frecuencia de transmision fue de 360,13 MHz. Todas las muestras fueron disueltas en C¢Dg

y se uso tetrametilsilano para ajustar la sefial a =0.0ppm.
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2.7 ANALISIS OLFATIVO

2.7.1 Determinacion de umbrales de olor

2.7.1.1 Umbrales de olor en aire: Los umbrales de olor en aire para cada analito fueron
determinados mediante el analisis por CG-O de una mezcla del compuesto a evaluar y (E)-
2-hexenal y el andlisis de diluciones sucesivas 1:2 hasta que el analito de interés no fue
detectado en la eluyente cromatogréafico. Asi se determino la concentracion minima

necesaria para percibir un analito.

2.7.1.2 Umbrales de olor en agua: Los umbrales de olor en agua para cada compuesto
fueron determinados por medio de una prueba triangular (ver anexo 1). Los panelistas
recibian nueve grupos de tres muestras aleatoriamente marcadas con cifras de tres digitos.
Cada grupo de muestras consistia de dos soluciones que contenian agua destilada y una
tercera que contenia una mezcla acuosa del componente a evaluar y (E)-2-decenal. Cada
uno de los 9 grupos presentaba de mayor a menor concentracion el mismo conjunto de
muestras pero en una serie de diluciones sucesivas 1:3. El analisis de los datos se realizo
teniendo en cuenta la concentracion de la ultima respuesta correcta y la concentracion de la
ultima respuesta incorrecta de cada panelista para establecer el umbral individual y el
umbral de olor grupal usando el método de Ullrich y Grosch (Ullrich y Grosch, 1988)

teniendo en cuenta un umbral de olor de 2,7 ng/l para el (E)-2-decenal.

2.7.2 Perfiles de aroma. Se colocaron 20 g de guayaba en viales ambar con tapa (7 cm x 3
cm d.i) para la evaluacion ortonasal por un grupo de panelistas entrenados. Los descriptores
usados fueron definidos por medio de soluciones acuosas de compuestos de referencia en
concentraciones 100 veces por encima de sus respectivos valores umbral. Asi se emplearon
butanoato de etilo (frutal), 4-hidroxi-2,5-dimetil-3(2H)-furanona (dulce-caramelo), alcohol
cinamilico (floral), trans-4,5-epoxi-(E)-2-decenal (metalico), 3-hidroxi-4,5-dimetil-2(5H)-
furanona (especiado), (Z)-3-hexenal (verde), acetaldehido (fresco) y 3-sulfanil-1-hexanol
(grapefruit). Los panelistas evaluaron cada descriptor presente en las muestras de guayaba

en una escala de 7 puntos de 0 a 3 donde 0 es no detectable, 1 débil, 2 moderado y 3 fuerte.
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El promedio de las calificaciones para cada nota sensorial fue graficado en un diagrama de

superficie.

2.7.3 Ensayos de recombinacion y omision. Los ensayos de recombinacion consistieron
en la mezcla de los componentes olfativamente activos en las concentraciones determinadas
por SIDA. La evaluacion del perfil sensorial de esta recombinacion y su comparacion con

el perfil sensorial de la fruta fresca fue realizada como se indicé en el numeral anterior.

Los ensayos de omision consistieron en la preparacion de mezclas de aroma eliminando un
solo componente de la mezcla total recombinada. Para establecer diferencias en el aroma de
la mezcla recombinada y la mezcla de omision se realizé una prueba triangular. Cada
panelista recibid un grupo de tres muestras aleatoriamente marcadas con cifras de tres
digitos, las cuales consistian de dos soluciones de recombinacion y una mezcla de omision.
Los panelistas evaluaban olfativamente el conjunto de muestras e indicaban
obligatoriamente cual muestra era diferente. EI nimero de respuestas correctas del total de
panelistas se analizd estadisticamente para establecer diferencias a un determinado nivel de
significancia (ICONTEC, 2006).

2.7.4 Anélisis estadistico. Los resultados cuantitativos se sometieron a analisis de varianza,
calculando el promedio y la desviacion estandar. Las diferencias de los resultados
sensoriales fueron analizadas segin la Norma Técnica Colombiana 2681 (ICONTEC,
2006).
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 EL AROMA DE LA GUAYABA VARIEDAD REGIONAL ROJA

El aroma de la guayaba variedad Regional roja se caracteriza por presentar notas frutal,
dulce, tropical-azufrada, que ofrecen una percepcion Unica, intensa y expansiva que perdura
con el tiempo e “invade” por completo el lugar donde se encuentra. Esta variedad es la de
mayor produccién y consumo en la region de la Hoya del rio Suarez y su principal destino
es la industria bocadillera. El estudio de su aroma constituye un aporte al conocimiento de
nuestra biodiversidad y es el fundamento para el desarrollo de planes de aprovechamiento
integral de esta variedad y desarrollo de productos con valor agregado adicionales al

tradicional bocadillo.

3.1.1 Deteccion de los compuestos activos olfativamente-AEDA. El estudio del complejo
aroma de la guayaba fue abordado teniendo en cuenta que para lograr una vision
panoramica de su composicion, es necesario complementar la informacion obtenida por
varios métodos de extraccion. Es asi como se utilizaron la extraccion con solventes para
obtener un extracto global de compuestos volatiles y el muestreo del headspace (HS) para
el andlisis de los compuestos de mayor volatilidad que generalmente se eliminan en los

procesos de concentracion del primer método.

Durante los ensayos preliminares la extraccidn consistio en poner el puré de fruta completa
(pulpa, cascara y semillas) en contacto con varios solventes de diferente polaridad
(separadamente diclorometano, éter etilico y pentano) con el objetivo de obtener un
extracto de aroma cuya percepcion olfativa fuese lo mas cercana posible al aroma de la
fruta fresca. En este primer intento, el alto contenido de pectina de la guayaba (0,9-1,5%,
Corpoica-CIMPA, 2008) ofrecio un primer obstaculo por cuanto el proceso de extraccion
no resultd homogéneo. Para superar este inconveniente experimental se adicionaron
pequefias porciones de sulfato de sodio anhidro durante el proceso de homogenizacion. De

este proceso se obtuvo una relacion de sulfato de sodio:fruta 3:1, la cual permiti6 la
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formacion de un sélido de facil manipulacion que pudo ser extraido con cada solvente bajo

condiciones de temperatura controlada.

El analisis olfativo de los extractos obtenidos con éter etilico y pentano, revel6 que éstos se
caracterizaron por un aroma en los que predominaba la nota verde y los cuales no
recordaban el aroma tipico de la guayaba fresca. En contraste, el extracto obtenido con
diclorometano fue descrito con las notas verde, frutal, dulce, fresca y grapefruit, que
recordaban el aroma caracteristico de la guayaba, razon por la cual este solvente fue

seleccionado para subsecuentes procesos de extraccion.

Asi mismo se observd que la extraccion con diclorometano ofrecia un extracto altamente
coloreado, que indico la presencia de compuestos no volatiles tales como pigmentos
(posiblemente carotenoides) y acidos grasos que dificultan los procesos de concentracion y
posterior anélisis cromatografico. Con el fin de eliminar estos compuestos no volatiles, se
utilizé un equipo SAFE con el cual se realizé una destilacion a presion reducida para
recuperar los compuestos cuya presion de vapor fuera igual o menor a la del solvente de
extraccion. El uso de esta técnica de extraccion ha surgido como respuesta a la necesidad de
obtener extractos que reflejen lo més cercanamente posible la composicién del aroma sin
temor a pérdidas por efecto térmico o generacion de compuestos artefactos (Engel, et al,
1999). En el estudio del aroma de la guayaba es la primera vez que se emplea esta

metodologia.

Una vez el extracto de aroma cumplia con esta condicion esencial se analizd
cualitativamente por CG-O. Como resultado de este analisis se observo que el extracto de
aroma completo poseia una alta complejidad en cuanto al nimero de zonas activas
olfativamente que coeluian y hacian dificil su relacion con un parametro cromatografico

como es el indice de retencion (IR).

Para mejorar este analisis, se disminuyé la complejidad del extracto total por
fraccionamiento de acuerdo con la naturaleza quimica de los compuestos. Asi se fracciond

inicialmente por adicion de una solucion de carbonato de sodio para obtener una fraccion
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de compuestos volatiles de naturaleza neutra-basica (FNB) y posteriormente por accion de
una solucion de acido clorhidrico y extraccion con diclorometano para obtener la fraccion

de compuestos de naturaleza acida (FA).

El analisis por CG-O de cada fraccion arroj0 como resultado un consenso entre las
percepciones sensoriales detectadas por tres panelistas y su relacion con el indice de
retencion. En la FNB se detectaron 38 zonas olfativamente activas, que presentaron las
siguientes notas: frutal, verde, dulce, caramelo, black-currant, grape-fruit, violeta, floral,
miel, metalica y champifion; mientras que en la FA se detectaron 16 zonas olfativamente

activas, las cuales exhibieron principalmente notas rancia-queso, dulce, coco y melocoton.

Este analisis cualitativo se complementd con un andlisis cuantitativo, que determiné la
magnitud de la contribucion de cada zona activa olfativamente en el aroma global del
extracto. Este andlisis cuantitativo se realizd por AEDA vy los resultados se expresaron
como valores FD, los cuales indican el nimero de partes de solvente necesarios para que un
componente olfativamente activo dado deje de ser percibido en el extracto de aroma de la

fruta.

Esta cuantificacién constituye un aporte novedoso en el estudio del aroma de la guayaba
por cuanto en la bibliografia consultada ningun estudio previo presenta esta técnica como
herramienta para el analisis de su aroma. En las figuras 3.1. y 3.2 se presentan en forma
gréfica los resultados del analisis CG-O y AEDA, para las fracciones FNB y FA,

respectivamente.
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Figura 3.1 Analisis cromatogréafico y resultados del AEDA de la fraccion FNB del aroma
de la guayaba variedad regional roja. (los numeros corresponden con los presentados en la
tabla 3.5)
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Figura 3.2 Analisis cromatogréafico y resultados del AEDA de la fraccion FA del aroma de
la guayaba variedad regional roja. Columna FFAP. (Los nimeros corresponden a los
presentados en la tabla 3.5)



93

Como se puede observar en las figuras anteriores, las sefiales cromatograficas detectadas
por el detector FID no siempre coinciden con una sefial olfativa determinada por el AEDA.
Asi, se detectaron olfativamente compuestos cuya sefial cromatogréfica se confundia con la
linea base del cromatograma como es la de los compuestos 26 y 29 cuya percepcion
sensorial alcanzo6 valores FD 2048, mientras que compuestos con una alta respuesta en el
detector FID no fueron detectados olfativamente; por ejemplo los compuestos entre 21 y 22
(IRFrap 1600) y entre 24 y 26 (IRgrap 1655) en la figura 3.1. De acuerdo con el andlisis del
espectro de masas de estas sefiales corresponden a B-cariofileno y otro sesquiterpeno no
identificado, los cuales requieren de altas concentraciones (alto valor umbral de olor) para

lograr ser percibidos olfativamente.

En este mismo analisis vale la pena aclarar que algunas zonas activas olfativamente no
coincidieron con la elucion de una sefial cromatografica especifica sino que se ubicaron en
la base o extremos del pico cromatografico, hecho que puede causar confusion en el
proceso de identificacion. Es el caso del compuesto 21, cuya nota sensorial fue detectada en
la base del pico obtenido por FID sin coincidir con la elucion del pico cromatogréfico. En
este proceso la experticia adquirida en el analisis CG-O permitié establecer que una zona
activa olfativamente a nivel de trazas puede coeluir con un compuesto mayoritario
olfativamente inactivo y ocasionar una deteccion cromatogréafica y espectral que conlleva a
una identificacion erronea. Asi el pico 21 hubiese sido identificado como B-cariofileno, por
cuanto el espectro de masas corresponde con este compuesto pero cuya nota olfativa y su
alto valor umbral de olor no coinciden con los pardmetros esperados para este compuesto.

La fraccion FA posee un aroma rancio que no se relaciona con el aroma de la guayaba. El
seguimiento de la actividad olfativa de sus constituyentes se dirigio hacia la identificacién
de los acidos grasos de cadena corta responsables de estas notas. Los bajos valores de FD
detectados para la mayoria de los compuestos presentes en esta fraccion denotan una escasa

participacion de la misma en el aroma global de la fruta.
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El analisis de compuestos de alta presion de vapor requiere de un método de extraccion
directo que evite las pérdidas durante los procesos de extraccién y concentracion o
coelucion con el solvente de extraccion durante el andlisis cromatografico. El muestreo del
headspace (HS) constituye una forma de solucionar estos inconvenientes y permite obtener
informacién de aquellos compuestos de alta volatilidad. Para el estudio del aroma de la

guayaba se realizd el muestreo por HS complementado con un anélisis AEDA (figura 3.3).
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Figura 3.3 Andlisis cromatografico y resultados del AEDA de la fraccion de volatiles
obtenida por headspace de guayaba regional roja. (los niUmeros corresponden con los
presentados en la tabla 3.5)

El anélisis CG-O de la muestra del headspace de guayaba regional roja permitio la
deteccidn de 8 zonas olfativamente activas, entre las cuales se presentan las notas fresca,
azufrada, frutal, verde, papa y champifion. La nota fresca y la nota azufrada no fueron

detectadas en el analisis de las fracciones FNB y FA.
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En este analisis también se observo que algunas sefiales intensas en la respuesta del detector
FID no fueron detectadas olfativamente, mientras que sefiales imperceptibles por el detector
instrumental presentaron actividad olfativa. El anélisis AEDA del HS se realiz6 mediante la
inyeccion de voliumenes de muestra cada vez menores hasta que ningin componente fue
percibido olfativamente. Asi se percibio la nota frutal hasta la tercera dilucion, mientras que
las notas fresca y verde fueron detectadas hasta la quinta dilucion. La sexta dilucion no

presentd ninguna zona activa olfativamente.

3.1.2 Identificacion de los compuestos activos olfativamente. La identificacion de los
compuestos activos olfativamente se realizd mediante la comparacion de los criterios
cromatografico, espectral y olfativo de cada analito contra sustancias de referencia,

analizadas bajo las mismas condiciones.

El anélisis por CG-EM de la fraccion de compuestos volatiles obtenida por HS permitid
establecer que la nota fresca es debida a la presencia de acetaldehido (A), la nota azufrada a
dimetilsulfoxido (B), la nota frutal a isobutirato de etilo (C) y butanoato de etilo (3) y la
nota verde a hexanal (4) y (Z2)-3-hexenal (6). Los compuestos responsables las notas papa y

champifién no fueron identificados por cuanto no se logré la obtencién del respectivo EM.

Para la identificacion de los compuestos activos olfativamente en el extracto SAFE, se
obtuvo un extracto de aroma a partir de una mayor cantidad de fruta (500g) que se
fracciond en compuestos de naturaleza acida (FA) y en compuestos de naturaleza neutra-

basica (FNB) como se menciond anteriormente.

El analisis convencional de las fracciones FNB y FA por CG-EM permiti6 la obtencion de
los EM de los compuestos de mayor respuesta en el detector de masas, cuya fragmentacién
y correlacion con el IR en dos fases estacionarias (FFAP y DB-5) permitio identificar estas
sefiales cromatograficas. Sin embargo, esta identificacion tentativa debe ser corroborada
por la comparacion no sélo de los criterios analiticos mencionados, sino que debe incluir la

comparacion del criterio olfativo contra sustancias de referencia.
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Entre los expertos en quimica de aromas es bien sabido que ciertas notas sensoriales se
deben a la presencia de reconocidos compuestos o grupos funcionales. Por ejemplo, la nota
verde esté asociada con la presencia de aldehidos Cs como hexanal, (Z)-3-hexenal y (E)-2-
hexenal; la nota frutal es debida a la presencia de ésteres como butanoato de metilo y
butanoato de etilo, entre otros; las notas tostadas se relacionan con pirazinas; las notas
dulce-caramelo con compuestos furénicos; las notas floral-citrica con compuestos
terpénicos; la nota rancia con acidos carboxilicos de cadena corta; y las notas coco o
melocoton con y- 0 d-lactonas. Con esta evidencia preliminar se prepararon soluciones de
referencia con compuestos cuyas caracteristicas olfativas y cromatograficas estuviesen

relacionadas con las notas detectadas en las fracciones FNB y FA.

El anélisis de estas soluciones de referencia bajo las mismas condiciones de analisis de las
fracciones FNB y FA y la subsecuente comparacion del IR, el EM vy la percepcién olfativa
permitio identificar inequivocamente los siguientes compuestos: butanoato de metilo (1),
butanoato de etilo (3), hexanal (4), (Z)-3-hexenal (6), 4-metoxi-2,5-dimetil-3(2H)-furanona
(21), benzoato de metilo (22), benzoato de etilo (24), 4-hidroxi-2,5-dimetil-3(2H)-furanona
(37), acetato de cinamilo (41) y alcohol cinamilico (45) en la FNB; y de acido acético (15),
acido butanoico (23), acidos 2- y 3-metilbutanoico (25), &cido pentanoico (27), &cido

hexanoico (30), acido heptanoico (34), y-octalactona (33) y y-decalactona (40) en la FA.

En el caso de los compuestos minoritarios, el fendmeno de coelucion con compuestos
mayoritarios impidio la obtencién tanto del IR como del EM necesarios para su correcta
identificacion. Por ello fue necesario disminuir la complejidad de la fraccion FNB por CC y
luego hacer el respectivo andlisis por CG-O. De esta forma se corrobor6 la nota sensorial,
el IR y en algunos casos se logré la obtencion del EM que permitieron la identificacion de
otros compuestos volatiles como: (E)-3-hexenal (5), (2)-4-heptenal (7), (E)-2-heptenal (9),
2,3-dimetilpirazina (10), nonanal (13), metional (14) y 3-hidroxi-4,5-dimetil-2(5H)-

furanona (44).

Otros compuestos a nivel de trazas cuya deteccion instrumental no fue posible,

constituyeron un reto experimental. Es el caso de las zonas olfativas con las notas
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sensoriales black-currant (26) y grapefruit (29), detectadas en la FNB y en las fracciones
de CC 11-12 y 14-19, respectivamente. Una primera aproximacién a su identificacion se
basdé en la busqueda bibliografica de sustancias de referencia cuyas notas sensoriales
coincidieran con las establecidas en este analisis. Asi se establecidé que estas notas estan
asociadas con la presencia de compuestos azufrados, especificamente tioles (Vermeulen, et
al, 2005; Vermeulen y Collin, 2003), cuyos bajos valores umbral permiten obtener una
clara deteccion olfativa pero una escasa o nula deteccion por FID y EM.

La hipdtesis de la presencia de compuestos azufrados conllevo a la busqueda de un método
de extraccion selectivo que permitiese aumentar la concentracién de estos analitos para
lograr su deteccion e identificacion. La bibliografia consultada emplea las propiedades de
los 4tomos de azufre como instrumento para su extraccion y analisis; entre ellas se
aprovecha la formacion de complejos reversibles con atomos de metales pesados como
mercurio. Asi, se utilizO como fuente de mercurio una solucion de &acido p-
hidroximercuribenzoico (p-HMB) soportada en una fase estacionaria Affi-gel. La fraccion
FNB fue sometida a CC con esta fase modificada para obtener una fraccién enriquecida en

tioles (FT) que se analizé por CG-O.

Como resultado de este experimento se corroboré la presencia de dos zonas activas
olfativamente cuyas notas sensoriales (black-currant y grapefruit) coincidian con los IR
obtenidos en la FNB y en las fracciones de CC. Sin embargo la adquisicion de una sefial en
los detectores convencionales (FID o EM) seguia siendo una limitante en la identificacion

inequivoca de estos compuestos.

El analisis de la fraccion FT por CGMD-EM permitié la obtencién de los EM que
correspondia a los compuestos responsables de estas notas olfativas. En la figura 3.4 se
presentan los resultados del anélisis por CGMD-EM de los compuestos 26 y 29 del aroma
de la guayaba regional roja. En este experimento se detectd una sefial cromatografica
caracterizada por la nota black-currant (IRgeap 1708) y una segunda sefial, de nota olfativa
grapefruit (IRgrap 1831) cuyos espectros de masas en modo IE se presentan en la misma

figura.
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Figura 3.4 Andlisis por CGMD-EM de la fraccion FT del aroma de guayaba variedad
regional roja. A. Columna FFAP; B. Columna DB-5.

Los espectros en modo ionizacion quimica de los compuestos 26 y 29 presentaron iones
pseudomoleculares m/z 177 y 135 respectivamente. La fragmentacion del primer
compuesto coincide con la pérdida de CH3C=O" para dar origen a los iones en m/z 43 y
133; el fragmento en m/z 116 se puede explicar por la pérdida de una unidad de acido
acético [M-CH3COOH]" y el de 101 por la posterior pérdida de un grupo metilo. El ién en
m/z 88 corresponde al fragmento CH3;CH,CH=CH-SH [* originado por la ruptura o al

enlace C-S.

Para el segundo compuesto (29), se obtuvo el ibn molecular en m/z 134, un i6n en m/z 100
que corresponde a la pérdida de una molécula neutra de H,S [M-H,S]", el cual genera un
ion en m/z 82 por la posterior pérdida de una molécula de agua que sugiere la presencia de
un alcohol primario. Los datos cromatograficos y espectrales determinados coincidieron

con los publicados para el acetato de 3-sulfanilhexilo y el 3-sulfanil-1-hexanol (Vermeulen,
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et al 2005; Vermeulen y Collin, 2003). Para corroborar esta identificacion preliminar y
establecer la distribucion enantiomérica de cada uno de los compuestos 26 y 29, fue
necesario comparar los pardmetros cromatograficos (IR), espectrales (EM) y sensoriales
(descripcion olfativa) con sustancias de referencia que fueron sintetizadas a partir de la
mezcla racemica del 3-sulfanil-1-hexanol. Este compuesto presentd una nota grapefruit que
coincidio con el IRrrap 1831 obtenido en la FT y por el compuesto 29, mientras que el
producto de su acetilacion presentd una nota black-currant e IRgrap 1708 que concuerda

con los datos exhibidos por el compuesto 26.

Dada la relevancia de estos compuestos en el aroma de la guayaba por cuanto presentan
altos valores de FD (2048) y debido a que estas moléculas son quirales y que esta propiedad
puede influir en la nota olfativa de las moléculas (Bentley, 2006), se establecié la
distribucion enantiomérica tanto del acetato como del alcohol en la fraccion FT del aroma

de guayaba regional roja.

En primer lugar se obtuvieron las sustancias de referencia mediante la separacion de los
enantibmeros 3R y 3S del acetato de 3-sulfanilhexilo por derivatizacion con &cido
clorocamfenoico y separacion por CC. En la figura 3.5 se presentan los resultados
obtenidos al analizar por HPLC los enantiémeros.
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Figura 3.5 Anélisis cromatografico de los derivados clorocamfenoicos de acetato de (3S) y
(3R)-sulfanilhexilo. (Columna RP-18). A. Mezcla; B. enantiomero 3R (99,8%) y C.
enantiomero 3S (99,3%)

Una vez separados los enantiémeros, el alcohol fue recuperado por reduccion con LiAIH, y
el acetato se obtuvo por posterior acetilacién con cloruro de acetilo. Para establecer la
configuracién absoluta de los eésteres sintetizados se obtuvieron los derivados
fenilpropanoides, los cuales se analizaron por RMN *H para aplicar el modelo de Helmchen

(Heusinger y Mosandl, 1984).

ElI modelo de Helmchen posee las caracteristicas basicas de un método para la
determinacion de configuracion absoluta ya que emplea un reactivo que contiene un grupo
magnéticamente anisotropico (grupo fenilo) el cual es responsable de los desplazamientos
experimentados por los sustituyentes diasterotopicos, posee un grupo polar que favorece
una determinada configuracion y posee un grupo funcional adicional que permite su enlace
con el sustrato (enlace éster). Este modelo se basa en la aplicacidn de una regla empirica en
la cual un tiol quiral posee una determinada configuracion absoluta cuando la sefal del

grupo R; (ver figura 3.6) aparece a campo mas bajo con respecto a la sefial del éster de tiol
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y/o la sefial del grupo R, aparece a campo mas alto que la sefial del éster de tiol. EI modelo
de Helmchen utiliza como agente derivatizante quiral el cloruro de (2R)-fenilpropanoilo. Al
calcular la diferencia entre los desplazamientos de los protones del enantiomero R menos
los del enantiomero S (Adgr-s) es posible ubicar en el espacio los sustituyentes R; y R, de

acuerdo con el modelo de la figura 3.6 (Helmchen, 1976).

2 Adp.<<0
H3C | R Or-s

P
;(\S \Rl ASg.5>0
H

Figura 3.6 Modelo de Helmchen para la determinacién de la configuracion de 3-sulfanil-1-
hexanol y acetato de 3-sulfanilhexilo (Helmchen, 1976).

En la figura 3.7a y 3.7b se presenta en forma comparativa los espectros de RMN *H de los
diasteroisomeros (2R,3S) y (2R,3R) del acetato de 2-fenilpropanoil-3-sulfanilhexilo. En
ellos se identifican sefiales a campo bajo entre 6 7,0-7,2 ppm que corresponden a los
protones aromaticos del anillo bencénico del &cido camfenoico; sefiales en la region entre &
3,7-4,2 ppm debida a la presencia de protones alifaticos unidos a un heteroatomo como
oxigeno o azufre; sefiales en la regién entre & 0,6-1,8 ppm correspondientes a protones de
grupos metilo y etilo de la cadena alifatica; y en & 1,7 la sefial del grupo acetato. En la tabla

3.1 se resumen los datos de RMN *H para cada isémero sintetizado.
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Figura 3.7 A. Espectro RMN 'H (C,D; 360MHz) de los acetatos de (2R,3S) y (2R, 3R) -2-fenilpropanoil-3-sulfanilhexilo
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Figura 3.7 B. Ampliacion del espectro RMN 'H (C¢Dy, 360MHz) de los acetatos de (2R,3S) y (2R, 3R) -2-fenilpropanoil-3-
sulfanilhexilo
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Tabla 3.1 Datos de RMN *H (CsDg; 360MHz) para enantiomeros de los acetatos de
(2R,3R) vy (2R,3S)-2-fenilpropanoil-3-sulfanilhexilo

NO. [ 8pom (M) 2R,3R Sopm (M) 2R,3S | Adgss

1 |a4,00(m)1H a4,18 (m) 1H -0,18
b 3,91 (m) 1H b 4,03 (m) 1H -0,12

2 | al51(m)1H a 158 (m) 1H 20,07
b 1,71 (m) 1H b 1,77 (m) 1H -0,06

3 |370(m)1H 3,70 (m) 1H

4 [ 1,34 (m)2H;3=7 1,28 (m) 2H; J=7 | 0,06

5 1,26 (m) 2H 1,14 (m) 2H 0,12

6 | 0,76 (t) 3H; J=7 0,66 (t) 3H;J=7 | 0,10

| 1,39 (d) 3H; J=7 1,39 (d) 3H; J=7

2 | 3,69 (q) 1H; J=7 3,69 (q) 1H; J=7

3 | 7,22(d) 2H; J=8 7,22 (d) 2H; J=8

4 [711(m)2H;J=8 | 7,11 (m) 2H; J=8

5 | 7,03(t) 1H;J=8 7,03 (t) 1H; J=8

AcO | 1,69 (s) 3H 1,74 (s) 3H -0,05

S ppm, Jen Hz

El célculo de las diferencias en los desplazamientos de los protones de los carbonos 1, 2, 4,
5, 6 y del AcO y la utilizacion del modelo de la figura 3.6 permitieron asignar
inequivocamente la configuracion de los isomeros. Todos los protones cuyas diferencias
fueron negativas se encuentran de un mismo lado de la molécula y aquellos cuyas

diferencias fueron positivas se encuentran del lado opuesto.

Las diferencias en los desplazamientos de las sefiales de los grupos diasterotopicos R; y R;
son el resultado de un efecto anisotrépico del grupo fenilo. El efecto del desplazamiento en
el grupo R, es mayor en el arreglo cisoide que en el arreglo transoide. Este modelo ha sido
experimentalmente confirmado al aplicarlo sobre una serie andloga de amidas, esteres y

esteres de tiol, los cuales poseen una estructura planar.

Asi se establecié la configuracion de los tioles sintetizados los cuales se usaron como

sustancias de referencia para determinar la distribucion enantiomérica de estos
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constituyentes en el aroma de la guayaba regional roja. Las caracteristicas cromatogréaficas

y sensoriales de cada enantiomero se presentan en la tabla 3.2.

Tabla 3.2 Pardmetros cromatogréaficos y descripcion olfativa de los enantiomeros del

3-sulfanil-1-hexanol y acetato de 3-sulfanilhexilo

Compuesto IRgge.175 | Descripcion Umbral de olor
olfativa (ng/L aire)
(3S)-sulfanil-1-hexanol 1490 Grapefruit 0,07
(3R)-sulfanil-1-hexanol 1497 Grapefruit 0,08
Mezcla racémica 3-sulfanilhexanol 1831° Grapefruit 0,06%
Acetato de (3R)-sulfanilhexilo 1461 Black-currant 0,10
Acetato de (3S)-sulfanilhexilo 1466 Black-currant 0,03
Mezcla racémica acetato de 3-sulfanilhexilo 1708° Black-currant 0,02?

& umbral de olor en agua; b. IRgeap

Como se observa en la tabla anterior, los enantidmeros del alcohol presentan valores
umbrales semejantes entre si y descriptores de aroma idénticos, en tanto que los
enantiomeros del acetato, aunque presentan la misma descripcion sensorial, difieren en sus
valores umbrales por un factor de 3 a 4 siendo el isdmero 3S mas activo que el isomero 3R.
Estos bajos valores de umbral de olor coincidieron con aquellos determinados para estos

compuestos en el aroma de vinos (Bouchilloux, et al, 1998).

Otras publicaciones indican que la mezcla racémica del 3-sulfanilhexanol se describe con
notas frutal, animal, uva y maracuya y su limite de percepcién en agua es alrededor de 12-
15 ng/L; y que el acetato de 3-sulfanilhexilo se caracteriza por la nota maracuya con un
valor umbral en agua alrededor de 2,3 ng/L (Mestres et al, 2000). Sin embargo, es
importante resaltar que la descripcion olfativa de estos compuestos esta ligada con la
concentracion en la que fueron detectados. Es por ello que pueden encontrarse otras
descripciones olfativas cuando estos compuestos estan en altas concentraciones que los
relacionan con notas similares a la de los esparragos o el sudor y con notas frutal,
grapefruit, maracuyd, lima o fruta tropical, cuando se encuentran en bajas cantidades
(Vermeulen et al, 2005).
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Pocas publicaciones presentan las diferencias olfativas entre enantiomeros. Para el caso de
los isomeros del alcohol se encuentra publicado que no hay diferencia sensorial y han sido
descritos con un aroma intensamente azufrado. Para los enantidmeros del acetato se
distinguen dos notas: para el isomero 3R se ha descrito con una nota frutal, tropical,
mientras que el isomero 3S con una nota azufrada, herbal (Bentley, 2006). Estos resultados
difieren con los obtenidos en este trabajo, lo cual puede explicarse por una diferencia en la
concentracion en la que fueron analizados. La descripcion olfativa que aqui se presenta fue

obtenida en una concentracion igual a su valor umbral de olor en aire.

Los enantiomeros presentes en la fraccion FT del aroma de la guayaba fueron separados por
CG usando una fase quiral BGB-175. En la tabla 3.3 se presentan los resultados de la
distribucion enantiomérica de los compuestos 26 y 29 en el aroma de la guayaba regional

roja.

Tabla 3.3 Distribucion enantiomérica de compuestos azufrados presentes en el aroma de la

guayaba regional roja

Compuesto Distribucion

enantiomérica

(3R)-sulfanil-1-hexanol 43%
(3S)-sulfanil-1-hexanol 57%
Acetato de (3R)-sulfanilhexilo 42%
Acetato de (3S)-sulfanilhexilo 58%

Estos resultados indican que la distribucién enantiomérica del 3-sulfanil-1-hexanol y del
acetato de 3-sulfanilhexilo en la guayaba regional roja es cercana al racemato, y este
comportamiento es diferente al encontrado para estos mismos constituyentes en el aroma
del maracuya, en el cual se ha establecido un exceso enantiomérico del isomero 3S entre
91-96% para el acetato y entre 58-90% para el 3-sulfani-1-hexanol (Weber et al, 1995;
Werkhoff et al, 1998). En el aroma del vino el 3-sulfanil-1-hexanol también se encontrd
con un exceso enantiomérico del 68-73% para el enantiomero S. En contraste para el

acetato se han determinado mezclas racémicas R/S en relaciones que van entre 41/59 a
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57/43 en vinos elaborados con uvas sanas, mientras que se favorece el isbmero S en vinos

obtenidos a partir de uvas afectadas por Botritis cinerea (Tominaga et al, 2006).

En cuanto a la biogénesis del 3-sulfanil-1-hexanol, se ha establecido que en el aroma del
vino es generado durante la fermentacion alcoholica a través de la actividad de una enzima
C-S liasa (Wakabayashi, et al., 2004) sobre precursores conjugados de S-cisteina
(Tominaga, et al., 1998) los cuales son derivados de precursores conjugados del S-glutation
(Peyrot des Gachons et al, 2002). En el aroma del maracuyd se determind que este
precursor libera el tiol por acciéon de hidrolisis &cida o por accion de enzimas p-liasa

enddgenas (Tominaga y Dubourdieu, 2000).

Con el propo6sito de verificar esta hipotesis, se extrajeron los precursores cisteinilizados de
esta fruta seglin la metodologia empleada para su extraccion en vinos la cual consiste en el
paso del extracto acuoso de la fruta a través de una columna Cig y su elucién con un
gradiente discontinuo etanol:agua (Tominaga y Dubourdieu, 2000). El extracto asi obtenido
se sometid a hidrdlisis con una B-liasa. Sin embargo, el analisis por CG-O indico que el
compuesto 3-sulfanil-1-hexanol no se liber6 como resultado de este procedimiento. Este
resultado sugiere que en la guayaba roja la biogénesis de este compuesto puede deberse a
otra ruta, por ejemplo la relacionada con la presencia de aldehidos a,f3 insaturados como
(E)-2-hexenal, los cuales pueden adicionar un atomo de azufre sobre el doble enlace y

reducir posteriormente el grupo carbonilo (Schneider, et al 2006).

Otro compuesto cuya deteccion instrumental fue nula y su nota olfativa fue descrita como
frutal (IRrrap 1473), se detectd por CG-O en la fraccion 15 obtenida de la CC de la FNB
sobre silica gel. La acumulacién de varios cortes entre 11 y 13 minutos de la fraccién 15 en
un sistema CGMD-EM permitié la obtencion de un espectro de masas en modo IQ y en

modo IE los cuales se presentan en la figura 3.8
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Figura 3.8 Espectros de masas del compuesto 16R a. Impacto electrénico y b. ionizacion
quimica (isobutano).

En el espectro obtenido por ionizacion quimica se obtuvo como i6n de més alta masa el m/z
147 que corresponde al i6n pseudomolecular [M+H]". Otros iones presentes en el espectro
son: el m/z 129 que se genera por la pérdida de una molécula de H,O [M+H-H,0]"; el ion
m/z 97 que se explica por la pérdida de una molécula neutra de metanol a partir del i6n m/z
129; el i6n en m/z 90 que es producto de la pérdida de 56 u a partir del i6n molecular por
trasposicion de un atomo de hidrogeno y eliminacion de la cadena alifética
(CH,=CHCH,CHj3) y el i6n en m/z 87 que se produce por la ruptura o al carbonilo y al
hidroxilo. EI fragmento m/z 45 en el espectro de impacto electronico corresponde a
[CH3CHOH]" el cual sugiere la presencia de un alcohol secundario. Este analisis, el IR y la

nota olfativa corresponde con el 2-hidroxi-3-metilpentanoato de metilo.

Esta identificacion preliminar fue verificada por comparacién de los parametros
cromatograficos, olfativos y espectrales con aquellos de la sustancia de referencia,
sintetizada a partir de isoleucina. Dado que la molécula posee dos centros quirales, se
realizo la sintesis de los cuatro estereoisomeros del compuesto de referencia a partir de los
respectivos aminoacidos quirales: L-isoleucina, D-isoleucina, L-allo-isoleucina y D-allo-

isoleucina (Snowden, et al 2005) (ver figura 2.2).

El analisis individual por CG-O de los cuatro estereoisomeros sintetizados permitio

establecer los criterios cromatogréaficos y olfativos de cada uno de ellos (tabla 3.4).
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Tabla 3.4 Datos cromatograficos y descripcion olfativa de los cuatro estereoisomeros del

2-hidroxi-3-metilpentanoato de metilo

Isémero | IRFFAP | IRDB-5 | IROV-1701 | IR BGB-176 | Descripciéon | Umbral de olor
olfativa en aire (ng/L)
(2S,3R) 1471 990 1095 1086 Frutal 110
(2R,3S) 1471 990 1095 1092 Frutal 11
(2R,3R) 1492 991 1101 1100 Frutal >200
(25,39) 1492 991 1101 1114 Frutal 10

Como se observa en la tabla 3.4, la separacion de los estereisomeros en columnas apolares
DB-5 y OV-1701 no es factible; aunque en la columna polar FFAP las parejas
diasteroisoméricas pueden separarse, la separacion completa de los cuatro esteroisomeros
solo fue posible en una columna quiral BGB-176. Sensorialmente los cuatro
estereoisomeros poseen la misma descripcion olfativa pero sus valores de umbral de olor
exhiben notables diferencias. Los epimeros (2S,3S) y (2R,3S) poseen menores valores
umbral, mientras que los isomeros (2R,3R) y (2S,3R) requieren de una mayor cantidad de
analito para ser detectados por el sentido del olfato. En este trabajo se presenta por primera
vez la determinacion de los umbrales de olor de estos isémeros, lo cual constituye una

contribucion al estudio del aroma de alimentos.

Para establecer la distribucion enantiomérica de estos compuestos en el aroma de la
guayaba roja, la fraccién 15 fue analizada por CGMD-EM. En la figura 3.9 se presenta el
perfil cromatografico de la mezcla de los cuatro esteroisomeros sintetizados y en forma
comparativa con el de la fraccion 15 del aroma de la guayaba regional roja en una columna
quiral BGB-176.
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Figura 3.9 Perfil cromatografico de A. los cuatro esteroisomeros del 2-hidroxi-3-
metilpentanoato de metilo y B. de la fraccion 15 del extracto de aroma de guayaba
(columna BGB-176)

Asi se establecio que en el aroma de la guayaba regional roja s6lo se encuentran presentes
los epimeros (2R,3S) (16) y (2S,3S) (18) en una proporcién 3:2. Los esteroisdmeros con
configuracién 3R no fueron detectados en el aroma de la guayaba roja.

Los hidroxiacidos y sus ésteres son compuestos comunes en el aroma de frutas tropicales
como por ejemplo la pifia (Sinuco, 2004), el maracuya (Tressl, et al., 1998), el lulo (Suarez,
et al., 1993), la papayuela (Krajewski, et al, 1997), el tomate de arbol (Torrado, et al.,
1995), el lulo del Choco (Morales, et al., 2000), la uchuva (Mayorga, et al., 2002) vy el
mamey (Morales y Duque, 2002).

De otra parte, en el analisis cromatografico de la fraccion FA, se establecio que los acidos
2- y 3-metilbutanoico coeluyen como una sola sefial. Para establecer su distribucion
porcentual en la fraccibn FA de la guayaba, se compard la intensidad de los iones
fragmento tipicos para cada acido: m/z 74 para el acido 2-metilbutanoico y m/z 60 para el

acido 3-metilbutanoico y se relacionaron en la curva de calibracion de la figura 3.10 en
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donde se grafica el porcentaje de la intensidad del i6n m/z 60 vs. el porcentaje de acido 3-

metilbutanoico en la mezcla.
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Figura 3.10 Curva de calibracion para cuantificar el contenido de acido 2-metilbutanoico y
acido 3-metilbutanoico.

La gréafica anterior y la ecuacion | (numeral 2.4.6) permitieron determinar que el FR para el
acido 3-metilbutanoico es de 0,96. El analisis del espectro de masas de la mezcla de acido 2
y 3-metilbutanoico, presentes la fraccion FA, indicé que la intensidad del iébn m/z 60 es 3,7
y para el ién m/z 74 es 12,4. Con la ecuacion Il (numeral 2.4.6), se establecié que el
porcentaje de &cido 3-metilbutanoico en el aroma de la guayaba era de 22% y de acido 2-
metilbutanoico de 78%, lo cual es comun en la naturaleza. Aunque la nota olfativa de estos
acidos es la misma, su valor umbral en aire es diferente: para el acido (+/-)-2-

metilbutanoico es de 140 ng/l y para el acido 3-metilbutanoico es de sélo 2,8 ng/L.

En resumen la identificacion de los compuestos responsables del aroma de la guayaba se
enfoco en aquellos compuestos con actividad olfativa y requiri6 de procesos analiticos y de
sintesis para lograr la identificacion inequivoca mediante comparacion de parametros
cromatograficos, espectrales y olfativos con sustancias de referencia. En la Tabla 3.5 se

presentan los resultados de esta identificacion.



Tabla 3.5 Compuestos activos olfativamente en el aroma de la guayaba regional roja.
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No.® | IRgrap” | IRpgs” | Compuesto® Descripciéon | FD° | Fraccién® | FNB" | FA" | FT"
olfativa
A <600 | Acetaldehido Fresco 32 HS
B <600 | Dimetilsulfoxido Azufrado 2 HS
C 726 | Isobutirato de metilo Frutal 2 HS
1R <1000 | <1000 | Butanoato de metilo Frutal 2 10 X
2R <1000 | <1000 | Diacetilo Mantequilla 2 X
3R 1028 802 | Butanoato de etilo Frutal 256 10, HS X
4R 1075 802 | Hexanal Verde 256 10, HS X
5R 1130 800 | (E)-3-Hexenal Verde 8 10-19 X
6R 1135 796 | (Z)-3-Hexenal Verde 512 | 10-11, HS X
7R 1235 899 | (2)-4-Heptenal Pescado 1 X
8R | 1289 | 978 |[1-Octen-3-ona’ Champifion 8 10 X
9R 1309 954 | (E)-2-Heptenal Frutal 4 11, HS X
10R 1331 915 | 2,3-Dimetilpirazina Tostado 4 X
11R | 1364 987 | (2)-1,5-Octadien-3-ona’ Geranio 8 X
12R 1369 858 | (2)-3-Hexenol Menta, fresco | 4 17 X
13R 1383 1096 | Nonanal Citrico 1 10 X
14R 1443 903 | Metional Papa cocida 256 19 X
15R | 1448 660 | Acido acético Vinagre 2 19 X | X
16R 1473 992 | (2R,3S)-2-Hidroxi-3- Frutal 32 15 X
metilpentanoato de metilo
17R | 1477 | 990 |y-Butirolactona’ Coco 4 X
18R 1493 994 | (2S,3S)-2-Hidroxi-3- Frutal 16 15 X
metilpentanoato de metilo
19R | 1540 | 1103 |Linalool’ Floral, citrico | 8 X
20R 1575 1177 | Terpinen-4-ol' Herbal, floral 2 X
21R 1591 1041 | 4-Metoxi-2,5-metil-3(2H)- Caramelo 2048 16-17 X X
furanona
22R 1610 1096 | Benzoato de metilo Violeta, floral | 64 10 X
23R 1615 817 | Acido butanoico Queso, rancio | 8 16,17 X
24R 1652 1170 | Benzoato de etilo Violeta, floral | 32 X
25R 1658 885 |Acido 2-/3-metilbutanoico | Queso, rancio | 8 X
(78:22)
26R 1708 1249 | Acetato de 3-sulfanilhexilo Black currant | 2048 11-12 X X
27R 1726 918 | Acido pentanoico Queso, rancio | 32 X
28R 1816 1257 | Acetato de 2-feniletilo Floral, dulce 1 17 X
29R 1831 1130 | 3-Sulfanil-1-hexanol Grapefruit 2048 14-19 X X
30R 1835 1019 | Acido hexanoico Queso, rancio | 2 X
31R | 1862 [ 1179 |&-Heptalactona' Coco 2 X
32R | 1873 | 1222 |(E,E,Z2)-2,4,6-Nonatrienal’ | Cereal 1 X
33R | 1906 1257 | y-Octalactona Coco 8 X X
34R 1943 1112 | Acido heptanoico Queso, rancio | 8 X
35R 2006 1383 | trans-4,5-Epoxi-(E)-2- Metalico 512 14-17 X
decenal’
36R | 2021 | 1370 [y-Nonalactona' Coco 32 20 X X
37R 2023 1081 |4-Hidroxi-2,5-metil-3(2H)- | Caramelo 2048 19 X X
furanona'
38R 2094 1486 | Trans-4,5-epoxi-(E)-2- Metalico 32 X
undecenal’
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39R 2099 1389 | §-Nonalactona’ Coco 2 X
40R | 2138 | 1468 |y-Decalactona Melocot6n 8 X
41R 2144 1453 | Acetato de cinamilo Miel, floral 128 12 X
42R 2166 1361 | Eugenol’ Clavo 4 X
43R | 2188 | 1495 |s-Decalactona’ Coco 64 19 X
44R 2200 1136 | 3-Hidroxi-4,5-dimetil-2(5H)- | Especiada 1024 10-20 X X
furanona
45R 2284 1335 | Alcohol cinamilico Miel, floral 512 18-19 X
46R | 2383 | 1678 |y-Dodecalactona’ Melocotén 64 X X
47R 2565 1261 | Acido fenilacetico’ Miel 8 X
48R 2585 1400 | Vainillina" Cacao, miel 2 X X

a. Los compuestos fueron enumerados segun el orden de elucién en la columna FFAP; b. IR= indice de
retencion; c. la descripcion sensorial corresponde a la percibida a la salida del puerto de olfaccion durante
CG-0O; d. los compuestos fueron identificados por comparacion de los indices de retencion en columna FFAP
y DB-5, sus espectros de masas obtenidos por CG-EM y sus caracteristicas sensoriales con las respectivas
sustancias de referencia; e. FD= factor de dilucion de aroma; f. la obtencion de un espectro de masas no fue
posible por lo que su identificacion solo se basa en la comparacion de IR y descripcién sensorial con
sustancias de referencia; g. Compuestos presente en el HS o en la fraccion obtenida por cromatografia en
columna; h. presencia en la fraccion neutra basica (FNB), acida (FA) o de tioles (FT).
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3.1.3 Experimentos de cuantificacion. Una vez establecida la identidad de los compuestos
activos olfativamente en el aroma de la guayaba se cuantificaron sélo 17 compuestos,
seleccionados porque presentaron un FD igual o superior a 32 ya que en este rango de
dilucion se estima que se encuentran los compuestos que contribuyen principalmente al
aroma de un alimento (Belitz, 2009). En la figura 3.11 se presentan los compuestos
marcados isotdpicamente empleados como estandar interno en la cuantificacion por SIDA

del extracto de aroma de la guayaba variedad regional roja.
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Figura 3.11 Estructuras de los compuestos marcados isotopicamente usados como
estandares internos en la cuantificacion del aroma de guayaba regional roja. (la numeracién
corresponde a la presentada en la tabla 3.6)

Los compuestos 16d, 18d, 26d y 29d, fueron sintetizados en esta tesis como consecuencia
de los resultados del analisis cualitativo del aroma de la guayaba regional roja. Los demas
compuestos marcados isotopicamente fueron facilitados por la biblioteca de materias
primas del grupo de investigacion del profesor Dr. Peter Schieberle de la Universidad

Tecnolodgica de Munich (Alemania).
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Cada estandar marcado isotopicamente fue caracterizado cromatografica y espectralmente.
Cromatogréficamente se determinaron los tiempos de corte para el analisis por CGMD-EM
y el factor de respuesta (FR) y espectralmente se establecieron los iones fragmento mas
abundantes producto de la ionizacién quimica de cada compuesto. Como ejemplo se
presenta la determinacion de los parametros mencionados para el acetato de 3-

sulfanilhexilo y su andlogo marcado isotopicamente con deuterio.

Con el objeto de establecer el tiempo de corte para el analisis por CGMD, se analiz
olfativamente una solucién del estandar sin marcar y se establecié como tiempo de corte un
rango entre el tiempo de su deteccion olfativa + 0,2 segundos (columna FFAP).
Posteriormente a partir del andlisis por CG-EM de una solucion de acetato de 3-
sulfanilhexilo marcado y sin marcar en relacion 1:1 se establecié que los principales iones
de la fragmentacion quimica de la molécula corresponden a la formacion del i6n m/z 117
[M+H-CH3COOH]* para el analito sin marcar y m/z 119 para el analito marcado con ?H. El
FR para el acetato de 3-sulfanilhexilo fue establecido por el seguimiento de la abundancia
de estos iones en mezclas de concentracion conocida del estandar marcado y sin marcar
(figura 3.12).

[Jla/Aa

0 T T T T T 1

3
[1s/As

Figura 3.12 Determinacion del factor de respuesta (FR) del acetato de 3-sulfanilhexilo.
[Ja= Concentracién del analito; [Js=concentracion del estandar; Aa= area del analito; As= area del estandar
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La correlacion de los datos fue confiable y a partir de la pendiente de la grafica se obtuvo
que el FR para el acetato de 3-sulfanilhexilo era 0,99. Este valor se empled en la correccion

de la concentracion determinada por los célculos de estandar interno.

En la tabla 3.6 se presentan los parametros cromatograficos y espectrales obtenidos de
manera analoga a la descrita anteriormente para los demas compuestos marcados

isotopicamente.

Tabla 3.6 Parametros cromatogréaficos, espectrales y FR de los compuestos marcados
isotopicamente utilizados en la cuantificacion del compuestos activos olfativamente en el

aroma de guayaba regional roja.

No.* | Componente Tiempo de m/z analito® | m/z estandar® | Factor de
corte (min)® respuesta

Ac | [*C,]-Acetaldehido 3,2-3,6 (HS)® | 45 [M+H! 47 0,67

3d [?H;]-Butanoato de etilo 3,5-3,9 117 [M+H" 120 0,97

4d [?H,]-Hexanal 3,9-4,3 83 [M+H-18]" 87 0,54

6d [?Hs]- (2)-3-Hexenal 4,852 81 [M+H-18]" 84:86 0,98

14d | [*Hs]-Metional 9,8-10,2 105 [M+H 108 1,03

16d | [*Ha]-(2R,3S)-2-Hidroxi-3- 10,4-10,8 147 [M+H 150 0,98
metilpentanoato de metilo

18d | [*H3]-(2S,35)-2-Hidroxi-3- 10,7-11,1 147 [M+H" 150 0,98
metilpentanoato de metilo

21d | [*Hs]-4-Metoxi-2,5-dimetil- 12,0-12,4 143 [M+H" 146 0,91
3(2H)-furanona

22d | [*Hs]-Benzoato de metilo 12,5-12,9 137 [M+H" 142 0,83

24d | [*Hs]-Benzoato de etilo 13,1-13,5 151 [M+H" 156 0,67

26d | [*H,]-Acetato de 3-sulfanilhexilo| 13,9-14,3 | 117 [M+H-60]" 119 0,99

29d | [*H,]-3-Sulfanil-1-hexanol 15,6-16,0 | 117 [M+H-18]" 119 0,98

35d | [*H.]-trans-4,5-Epoxi-(E)-2- 18,0-18,3 139 [M-29" 143 0,93
decenal

37c | [®*C,]-4-Hidroxi-2,5-dimetil- 18,2-18,6 129 [M+H! 131 1,00
3(2H)-furanona

41d | [*H,]-Acetato de cinamilo 19,8-20,2 117 [M+H-60]" 119 0,89

44c | [**C,]-3-Hidroxi-4,5-dimetil- 20,3-20,7 129 [M+H™ 131 1,03
2(5H)-furanona

45d | [*H,]-Alcohol cinamilico 21,4-21,8 117 [M+H-18]" 119 0,90

a. los nimeros corresponden con los de la tabla 3.5,b. tiempos de corte en columna FFAP ( programa de
calentamiento ver numeral 2.6.1); c. muestreo en el headspace; d. fragmento caracteristico en 1Q del analito
sin marcar; e. fragmento caracteristico en 1Q del analito marcado isotopicamente.
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Como ejemplo de la forma en que se realizd la cuantificacion de los analitos activos
olfativamente en el aroma de la guayaba, a continuacion se explicara la cuantificacion del
componente mayoritario (Z)-3-hexenal y del compuesto 3-sulfanil-1-hexanol. Es
importante resaltar que la preparacion de las muestras para cuantificacion de los analitos es
un procedimiento que consume tiempo en el sentido de lograr una relacion analito:estandar
cercana a 1:1, ya que esta relacion es ideal para una cuantificacion precisa pues se conserva
una respuesta igual en el detector para los dos compuestos. Una vez lograda esta condicion
para todos los compuestos activos olfativamente, las muestras se analizaron por CGMD-

EM.

Para la cuantificacion de (Z)-3-hexenal, el tiempo de corte en la primera columna
cromatografica (FFAP) fue entre 4,8 y 5,2 minutos; este segmento se transfirio a una
segunda columna (DB-5) y se analizé por espectrometria de masas en modo 1Q y se calculo
la concentracion a partir de las areas de los iones caracteristicos del analito (m/z 81) y del
estandar marcado (m/z 84-86). En la figura 3.13 se observa el analisis CGMD-EM para esta

cuantificacion.
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Figura 3.13 Intensidad de los fragmentos caracteristicos de la 1Q de a. [?Hs]-(Z)-3-hexenal

y b. (2)-3-hexenal para el analisis cuantitativo de (Z)-3-hexenal.
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En los espectros a y b se observan los iones pseudomoleculares [M+H]" 104 y 99 para el
estandar marcado isotopicamente y el analito respectivamente. El pico base del espectro del
(2)-3-hexenal en m/z 81 corresponde a la pérdida de una unidad de agua a partir del i6n
pseudomolecular. En el analogo marcado isotopicamente se observa como pico base el i6n
en m/z 85 que corresponde a la pérdida de HDO a partir del ion pseudomolecular. En este
espectro también se obtuvieron en una proporcion significativa los iones en m/z 84 (35%)
producido por la eliminacion de una molécula de D,0O a partir del ién pseudomolecular y en
m/z 86 (17%) correspondiente a la pérdida de una molécula de agua [M+H-H,0]". Por esta
razon la abundancia de los iones fragmento del compuesto marcado resultan del promedio
de abundancias de los iones 84, 85 y 86. Al usar la ecuacion IV (ver numeral 2.5.5), se
pudo establecer que para una primera replica la concentracion de (Z)-3-hexenal en el aroma
de la guayaba roja fue de 6646 ug/Kg de fruta. La cuantificacion se realiz6 por
quintuplicado y el resultado del promedio de estas mediciones fue de 6890+310 ug/Kg de

fruta.

Para la cuantificacion del 3-sulfanil-1-hexanol se cuantificé la mezcla racémica teniendo en
cuenta que la distribucion enantiomérica determinada fue cercana al racemato. Se
determiné que el tiempo de corte en la primera columna fue de 15,6 a 16,0 minutos. En la
figura 3.14 se presenta la intensidad de los iones fragmento caracteristicos de la 1Q del

estandar marcado isotopicamente y sin marcar y los respectivos espectros de masas.
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Figura 3.14 Intensidad de los fragmentos caracteristicos de la 1Q de a. [?H,]-3-sulfanil-1-
hexanol y b. 3-sulfanil-1-hexanol para el analisis cuantitativo de 3-sulfanil-1-hexanol

Los fragmentos caracteristicos del espectro de masas por ionizacion quimica del estandar
deuterado y del estandar sin deuterar del 3-sulfanil-1-hexanol fueron 119 y 117
respectivamente, correspondientes a la pérdida de una molécula de agua partir del i6n
pseudomolecular [M+H-H,0]". Aunque en los espectros obtenidos por 1Q se forman los
iones en m/z 103 y 85 para el estdndar marcado y los respectivos fragmentos obtenidos por
IQ en m/z 101 y 83 para el estandar sin marcar, estos iones son fragmentos comunes a la
ionizacion de diferentes moléculas, razon por la cual no se tuvieron en cuenta para la
cuantificacion de este compuesto. Estos fragmentos corresponden a la pérdida de una
molécula neutra de H,S a partir del i6n pseudomolecular y a partir de los iones en m/z 119
y 117 respectivamente.

La relacion de las areas de los fragmentos en m/z 119 y 117 para el estandar marcado y el
analito y la utilizacion de la ecuacion 1V (numeral 2.5.5) permitié establecer que para un

primer ensayo la concentracion de 3-sulfanil-1-hexanol en el aroma de la guayaba roja era



120

de 518 ug/Kg de fruta. La cuantificacion se realizd por duplicado y el resultado del

promedio de estas mediciones fue de 555+9 ug/Kg de fruta.

Este compuesto ha sido detectado en el aroma de vino en concentraciones que oscilan entre
12-250 ppb (Tominaga et al, 2000) y en frutas como toronja y maracuya en concentraciones
alrededor de 38 ppb (Lin et al, 2002; Tominaga y Dubourdieu, 2000). En la guayaba se
encuentra en concentraciones superiores lo cual ratifica su relevante contribucion al aroma

global de esta fruta.

Si bien la concentracion es un factor determinante en la percepcion olfativa de un
componente, la relacién con su valor umbral, denominada OAV, permite establecer si esta
concentracion supera la cantidad minima necesaria para ser detectado por el sentido del

olfato y por ende establecer su aporte real al aroma global de la fruta.

La determinacién de los valores umbral de olor en aire se realizd para los compuestos 16,
18, 26 y 29 como se indica en el numeral 2.7.1.1. Los demas valores umbral fueron
determinados en agua como se indica en el numeral 2.7.1.2. Para la determinacién de los
valores umbral de olor se contd con la colaboracion del panel entrenado del Instituto de
Quimica de Alimentos de la Universidad Tecnoldgica de Munich (Alemania). El
entrenamiento del panel se realizdé semanalmente mediante el analisis olfativo de soluciones
acuosas de los compuestos de referencia en concentraciones iguales a 100 veces su valor
umbral tedrico, con el fin de lograr un vocabulario comdn entre los panelistas involucrados
y establecer la capacidad olfativa individual de ellos para la deteccion de diferentes notas
caracteristicas del aroma de alimentos. Asi algunos panelistas reconocen facilmente unas
notas mientras otros requieren de una mayor concentracion para detectar el mismo

compuesto.

La comparacion de los valores OAV indica la relevancia de cada compuesto en el aroma de
la fruta. En la tabla 3.7 se presentan los resultados de la cuantificacion y los OAV
calculados para cada compuesto activo olfativamente en el aroma de la guayaba regional

roja.
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Tabla 3.7 Resultados del anélisis cuantitativo de los compuestos de mayor actividad

olfativa en el aroma de la guayaba regional roja

No.? Compuesto No. de Concentracion Valor umbral OAV
replicas |  (ug/Kg fruta)® | (pg/Kg de agua)®
A Acetaldehido 3 2440 + (45%) 25 98
3 Butanoato de etilo 3 126 £ 16 (13%) 0,76 170
4 Hexanal 3 857 £+ 51 (6%) 2,4 360
6 (2)-3-Hexenal 5 6890 * 310 (4%) 0,12 57000
14 Metional 3 1,3+0,2 (12%) 0,43 31
16 (2R,3S)-2-Hidroxi-3-metilpentanoato de metilo 3 9,7+1,6 (16%) 13¢ 0,7
18 (2S,3S)-2-Hidroxi-3-metilpentanoato de metilo 3 27,2 + 3,2 (12%) 2.4° 11
21 4-Metoxi-2,5-metil-3(2H)-furanona 7 9,4 +0,8 (8%) 160 <<1
22 Benzoato de metilo 3 2,6 £ 0,4 (14%) 73 <<1
24 Benzoato de etilo 2 7,2 £ 0,0 (0%) 53 <<1
26 | Acetato de 3-sulfanilhexilo 2 11,4 + 0,6 (5%) 0,02¢ 570
29 3-Sulfanilhexanol 2 555 £ 9 (2%) 0,06¢ 9300
35 trans-4,5-epoxi-(E)-2-decenal 3 16,8 + 4,0 (24%) 0,22 76
37 4-Hidroxi-2,5-metil-3(2H)-furanona 5 1420 £ 50 (4%) 40 36
41 Acetato de cinamilo 5 862 + 78 (9%) 150 5,7
44 3-Hidroxi-4,5-dimetil-2(5H)-furanona 5 4,3+1,7 (39%) 1,7 2,5
45 Alcohol cinamilico 5 1290 + 140 (11%) 77 17

a. Los nimeros corresponden con los presentados en la tabla 3.5; b. concentracion promedio + desviacion
estandar (% desviacion); c. valor obtenido siguiendo la metodologia del numeral 2.7.1, d. estos datos fueron
obtenidos como parte de este trabajo

Con base en los resultados obtenidos se encontrd que la nota verde debida a (Z)-3-hexenal
tenia el OAV mas alto, superando su valor umbral por un factor de 57000, seguido por la
nota grapefruit debida a 3-sulfanil-1-hexanol con un OAV de 9300. Otros compuestos con
altos OAV fueron el acetato de 3-sulfanilhexilo, hexanal y butanoato de etilo. Compuestos
como acetaldehido, trans-4,5-epoxi-(E)-2-decenal y 4-hidroxi-2,5-metil-3(2H)-furanona

arrojaron como resultado valores de OAV intermedios.

El alcohol cinamilico, el (2S,3S)-2-hidroxi-3-metilpentanoato de metilo, el acetato de
la 3-hidroxi-4,5-dimetil-2(5H)-furanona, el (2R,3S)-2-hidroxi-3-

metilpentanoato de metilo, el (2R,3S)-2-hidroxi-3-metilpentanoato de metilo, el benzoato

cinamilo, metional,

de metilo, el benzoato de etilo y la 4-metoxi-2,5-metil-3(2H)-furanona presentaron los
OAV mas bajos.
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En el aroma de la guayaba regional roja se observa la importancia olfativa de los
compuestos azufrados 3-sulfanil-1-hexanol y acetato de 3-sulfanilhexilo, los cuales fueron
detectados por primera vez en este trabajo y a los cuales se les atribuye la nota azufrada
caracteristica de la guayaba. Adicionalmente en esta tesis es la primera vez que se
determinan los valores OAV para compuestos activos olfativamente en el aroma de la
guayaba, por cuanto la metodologia utilizada permitié identificar, cuantificar y establecer el
aporte individual de cada uno de estos compuestos al aroma de esta fruta.

3.1.4 Experimentos de recombinacion y omision. Los experimentos de recombinacion
permitieron confirmar los resultados analiticos de identificacion y cuantificacion de los
compuestos activos olfativamente del aroma de la guayaba. Para ello se mezclaron solo los

compuestos cuyos OAV fueron superiores o iguales a la unidad (ver tabla 3.8).

El andlisis sensorial descriptivo del aroma de la fruta fresca indic6 que las notas
predominantes eran frutal, dulce, floral, metélica, especiada, verde, fresca y grapefruit. La
cuantificacion de estos descriptores en el aroma del puré y de la recombinacion se

presentan en la figura 3.15.

"grapefruit" dulce,caramelo

fresco floral

verde metalico

=<A="- frutaen puré

especiado . o
P *+®° recombinaciéon 1

Figura 3.15 Perfil olfativo de la recombinacion de los compuestos activos olfativamente en
el aroma de la guayaba regional roja en puré (0 no detectable, 1 débil, 2 moderado y 3 fuerte).

El aroma de la recombinacién y del puré de la fruta se caracterizaron por una nota verde

predominante. Sin embargo, esta intensa percepcion de la nota verde no se compara con la
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detectada al consumir la fruta fresca, lo cual indica que puede haberse sobreestimado el

aporte sensorial del (Z)-3-hexenal, responsable por este tipo de nota olfativa.

Por ello se disefid un experimento para evaluar comparativamente la formacion de los
aldehidos C¢ con el tiempo de homogenizacion tanto en el puré como en los trozos de la
fruta, controlando el proceso enzimatico por adicion de las muestras en soluciones
saturadas de cloruro de calcio (conocidas inhibidoras de las enzimas de la ruta

lipoxigenasa) y cuantificando por el método SIDA.

En la figura 3.16 se muestran los resultados del seguimiento de la cantidad de (Z)-3-hexenal

generada durante el tiempo tanto en el puré como en los cubos de una misma fruta.
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Figura 3.16 Formacion de (Z2)-3-hexenal en A. puré y B. en cubos de guayaba.

Los resultados obtenidos indicaron una clara influencia de la forma de homogenizacion de
la fruta en la generacion de (Z)-3-hexenal. En la fruta intacta (tiempo 0) el contenido de
(2)-3-hexenal fue muy bajo (<<lmg/kg). En el puré la concentracién se incrementd
rapidamente hasta 21 mg/kg en tan solo 24 segundos, tiempo en el cual se homogenizo la
fruta. Al dejar en reposo por 5 minutos se obtuvieron 28 mg/kg y luego de 10 minutos se
alcanzd un maximo de 42 mg/kg.

En la fruta en cubos, asi como en puré, el incremento en la concentracion fue rapido,

produciendo 1,3 mg/kg de (Z)-3-hexenal después de 10 segundos. Luego de 2 minutos, se
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siguié observando un incremento que alcanzd 2,2 mg/kg, y después de 10 minutos se
observo una disminucion en la concentracion que alcanzd la concentracion de 1,4 mg/kg.
En la tabla 3.8 se presentan los resultados de cuantificacion de los aldehidos Cg tanto en

trozos de guayaba como en el puré después de 5 minutos de preparacion de la fruta.

Tabla 3.8 Concentracion y OAVs de los aldehidos Cg segun el procesamiento de la

guayaba regional roja.

Compuesto Umbral de olor | Concentraciénen | OAV en | Concentracion OAV en
(ug/kg de agua) cubos (ug/kg) cubos en puré (ug/kg) puré
(2)-3-Hexenal 0,12 1630 14000 6890 57000
Hexanal 2,4 652 270 857 360
(E)-2-Hexenal 110 67 0,6 ND ND

ND = no determinado

La comparacion de los OAV indico que si bien la cantidad de (Z)-3-hexenal en cubos es
menor a la determinada en el puré, su contribucién al aroma de la guayaba sigue siendo la
mas relevante debido a sus altos valores de OAV. Aunque la nota verde es también debida
a la presencia de hexanal, su OAV indica que, en el caso de la guayaba el aporte de este
compuesto es insignificante con respecto al del (Z)-3-hexenal. La isomerizacidén enzimatica
de (2)-3-hexenal produce (E)-2-hexenal, cuyo OAV es menor a la unidad lo que signinfica
que no es un compuesto activo olfativamente y puede omitirse de los ensayos de
recombinacion. Por esta razon en el puré de la fruta no se determind la cantidad de este

compuesto.

Con la nueva informacidn a cerca del contenido de (Z)-3-hexenal y hexanal en la guayaba
en cubos, luego de 5 minutos de corte, se prepard una nueva recombinacion la cual se
evalué olfativamente y se comparé con el aroma de la fruta fresca cortada en cubos. En la

figura 3.17 se presenta el perfil sensorial obtenido.
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Figura 3.17 Perfil olfativo de la recombinacion de los compuestos activos olfativamente en
el aroma de la guayaba regional roja en trozos (0 no detectable, 1 débil, 2 moderado y 3 fuerte).

Al igual que en la primera recombinacion, los resultados muestran un buen grado de
concordancia entre la solucion de recombinacion y el aroma de la fruta cortada en cubos
excepto por la nota frutal la cual fue calificada con menor intensidad en los trozos de fruta.
En general, el aroma de esta recombinacion se caracteriza por poseer un perfil sensorial
balanceado que representa en buen grado la percepcion que se tiene durante el consumo de

la fruta.

En comparacion con el aroma de la primera recombinacién (figura 3.15) se puede observar
que el aroma de la segunda recombinacion posee una menor calificacidn en la nota verde,
mientras que la nota dulce-caramelo frutal fue calificada con mayores valores. El aroma del
puré es dominado por la nota verde, mientras que en el aroma de la fruta en cubos se
pueden percibir las mismas notas olfativas detectadas en el puré pero en diferente
proporcion. Estos resultados muestran la influencia del tratamiento de la muestra y como se
puede sobreestimar el aporte de un componente activo olfativamente por su generacion
como producto del proceso de preparacion de la muestra, lo cual generalmente es obviado
en el andlisis de productos naturales. EI rompimiento del tejido celular implica la activacién

de la ruta lipoxigenasa involucrada en la formacion de aldehidos Cg (figura 3.18).
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Figura 3.18 Ruta biogenética para la formacion de aldehidos Cg

La formacion del (Z)-3-hexenal es debida a la hidrdlisis enzimética de acido a-linolenico a
través de la formacion de 13-(S)-hidroperéxido (C 18:3), el cual por medio de una
hidroperdxido liasa libera (Z)-3-hexenal, precursor de (E)-2-hexenal. La misma ruta a partir

de acido linoleico permite la formacion de hexanal (Fisher y Scott, 1997; Hatanaka, 1993).

La diferencia entre el rompimiento del tejido celular durante el proceso de consumo y el
proceso de formacion del puré, pueden indicar que hay una exagerada formacion de (2)-3-

hexenal durante este Ultimo con respecto a la cantidad formada durante el consumo.

Con el fin de confirmar el aporte individual de cada uno de los compuestos activos
olfativamente en el aroma de la guayaba regional roja e identificar los compuestos impacto,
se realizaron ensayos de omision. Asi en 13 experimentos independientes se omitio cada
uno de los compuestos activos olfativamente y el aroma de la nueva solucion se evalud
contra la segunda recombinacion usando un modelo de evaluacion triangular con un panel

entrenado (anexo 1). En la tabla 3.9 se presentan los resultados que indican diferencias
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significativas en el aroma de las recombinaciones en las que se omitieron individualmente
el (2)-3-hexenal, 3-sulfanil-1-hexanol, 4-hidroxi-2,5-dimetil-3(2H)-furanona, acetato de 3-

sulfanilhexilo, hexanal, butanoato de etilo, acetato de cinamilo y metional.

Tabla 3.9 Resultados de los ensayos de omision aplicados a la recombinacién de aroma de

la guayaba regional roja

No.? | Compuesto omitido No. de Respuestas Nivel de
panelistas. correctas significancia
(%)
3R | Butanoato de etilo 14 9=64% 5
4R Hexanal 16 11=69% 1
6R | (2)-3-Hexenal 19 16 =84% 0,1
14R | Metional 16 9=56% 5
18R | (2S,3S)-2-Hidroxi-3-metilpentanoato de 16 4=25% nds
metilo
26R | Acetato de 3-sulfanilhexilo 14 10=71% 1
29R | 3-Sulfanilhexanol 16 12=75% 0,1
35R | Trans-4,5-epoxi-(E)-2-decenal 19 8=42% nds
37R | 4-Hidroxi-2,5-metil-3(2H)-furanona 15 11=73% 1
41R | Acetato de cinamilo 16 10=63% 5
44R | 3-Hidroxi-4,5-dimetil-2(5H)-furanona 19 3=16% nds
45R | Alcohol cinamilico 14 7=50% nds
49R | Acetaldehido 16 4=25% nds

Los datos se compararon a un nivel de significancia (riesgo alfa) de 0,05; nds= no hay diferencia significativa,
a. los nimeros concuerdan con los presentados en la tabla 3.5

Las principales diferencias a un nivel del 0,1% se observaron cuando el (Z)-3-hexenal y 3-
sulfanil-1-hexanol fueron omitidos, hecho que concuerda con sus altos OAV. La omision
de 4-hidroxi-2,5-dimetil-3(2H)-furanona, acetato de 3-sulfanilhexilo y hexanal fue
determinada con un nivel de significancia del 1%, también debido a sus altos OAV. Asi
mismo se percibié una mayor diferencia en la percepcion del aroma de la guayaba cuando
se omitid el (Z2)-3-hexenal en presencia de hexanal, hecho que indica que la nota verde es

debida principalmente al (Z)-3-hexenal.

La omision de butanoato de etilo, acetato de cinamilo y metional fue detectada con un nivel
de significancia del 5%. Cuando se realiz6 la omision de alcohol cinamilico, trans-4,5-
epoxi-(E)-2-decenal, acetaldehido, (2S,3S)-2-hidroxi-3-metilpentanoato de metilo o 3-
hidroxi-4,5-dimetil-2(5H)-furanona no se encontraron diferencias significativas en el aroma

global de la recombinacion.
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Asi se logroé establecer que los compuestos impacto en el aroma de la guayaba roja son (2)-
3-hexenal y hexanal responsables de la nota verde, 3-sulfanil-1-hexanol y acetato de 3-
sulfanilhexilo responsables de las notas azufradas, 4-hidroxi-2,5-dimetil-3(2H)-furanona
responsable de la nota dulce, butanoato de etilo responsable de la nota frutal y acetato de

cinamilo responsable de la nota floral.

3.1.5 Cambios en el aroma de la guayaba durante la produccion de bocadillo. El
principal producto de la guayaba en Colombia es el bocadillo. En su elaboracién se emplea
principalmente pulpa de guayaba regional roja la cual se mezcla con azlcar y se somete a
coccidn a temperaturas superiores a 90°C, hasta formar una pasta sélida con un contenido
de solidos solubles totales alrededor de 75 °Brix y 60% de pulpa. La pulpa se obtiene por
trituracion de la guayaba fresca y se separa de las semillas en una despulpadora. Teniendo
en cuenta que el rendimiento de la guayaba en estado de madurez 6ptima es alrededor del
70% y que posee un contenido promedio de SS de 10°Brix, se calcula que para obtener 1
kg de bocadillo de las caracteristicas mencionadas se requieren 850 g de guayaba y 700 g
de aztcar (UN-virtual, 2006).

Teniendo en cuenta la importancia econémica del bocadillo en la Hoya del rio Suarez, se
determind la concentracion de los compuestos activos olfativamente en el aroma de la
guayaba de un lote de bocadillos producidos en dicha region. En la tabla 3.10 se presentan

los resultados de dicha cuantificacion.
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Tabla 3.10 Cuantificacion de los compuestos activos olfativamente de la guayaba en el

aroma del bocadillo

No.? Compuesto Concentracion® OAV .
(ng/kg bocadillo)

3 | Butanoato de etilo 1,5+ 0,3 (20%) 2

4 | Hexanal 4,4 £ 2,3 (52%) 2

6 | (2)-3-Hexenal 0,30 £ 0,09 (30%) 3

14 | Metional 0,04 £ 0,0 (0%) <1

16 | (2R,3S)- 2-Hidroxi-3- 0,10 £ 0,01 (10%) <1
metilpentanoato de metilo

18 | (2S,3S)-2-Hidroxi-3- 0,40 £ 0,2 (50%) <1
metilpentanoato de metilo

21 | 4-Metoxi-2,5-dimetil-3(2H)- 4,8+1,5 (31%) <<1
furanona

22 | Benzoato de metilo 0,10 £ 0,02 (20%) <1

24 | Benzoato de etilo 0,30 £ 0,06 (20%) <1

26 | Acetato de 3-sulfanilhexilo 0,05 £ 0,02 (40%) 2

29 | 3-Sulfanil-1-hexanol 0,10 £ 0,007 (7%) 2

35 | trans-4,5-Epoxi-(E)-2- 0,30 £ 0,2 (67%) 2
decenal

37 | 4-Hidroxi-2,5-dimetil-3(2H)- 680 + 13,6 (2%) 20
furanona

41 | Acetato de cinamilo 0,92 £ 0,04 (4%) <<1

44 | 3-Hidroxi-4,5-dimetil-2(5H)- 0,65 £ 0,2 (30%) <1
furanona

45 | Alcohol cinamilico 98+ 27 (28%) 1,5

a. los numeros concuerdan con los presentados en la tabla 3.5 b. Resultado del promedio de tres replicas +
desviacion estandar (%)

En términos de concentracion, al comparar estos resultados con los de la fruta fresca (tabla
3.5) se concluye que todos los compuestos disminuyen su cantidad por efecto del
tratamiento térmico durante la produccion de bocadillo. Ademaés, los compuestos de alto
impacto en el aroma de la fruta fresca como son el (Z)-3-hexenal, 3-sulfanil-1-hexanol,
acetato de 3-sulfanilhexilo y butanoato de etilo son eliminados del aroma del bocadillo casi

por completo.

La comparacion de los OAVs permitié evaluar el aporte individual de cada uno de los
compuestos al aroma global del bocadillo. Asi se establecid que la influencia de la 4-
hidroxi-2,5-dimetil-3(2H)-furanona es muy relevante en el aroma del bocadillo en

comparacion con su influencia en el aroma de la guayaba fresca.
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3.1.6 Consideraciones generales. El estudio del aroma de la guayaba aqui descrito
presenta una combinacion de metodos analiticos que involucran cambios en el proceso de
extraccion e incluyen el seguimiento de los compuestos activos olfativamente, su
identificacion y cuantificacion y finaliza con la confirmacion de los resultados obtenidos

aplicando evaluacion sensorial (olfativa).

En cuanto al método de extraccion, la extraccion SAFE y su complemento con el muestreo
del HS resultd una combinacién eficiente para obtener un extracto representativo de los
compuestos responsables del aroma de la guayaba regional roja. Otras técnicas de
extraccion han sido empleadas en numerosos estudios del aroma de la guayaba; sin
embargo, estas metodologias conllevan generalmente a la formacion de artefactos producto
del tratamiento de la muestra que terminan en la identificacion de compuestos volatiles
poco relevantes en el aroma de la fruta. Por ello la importancia de confirmar que el extracto

de compuestos volatiles sea representativo del aroma del alimento en estudio.

En cuanto a la identificacion, el seguimiento de los compuestos activos olfativamente por
CG-0, complementado con un componente cuantitativo como los FD obtenidos por AEDA
son indudablemente la base para enfocar los esfuerzos de identificacion en aquellos
compuestos responsables del aroma de la guayaba.

La identificacion inequivoca resultd de la comparacion de parametros cromatogréaficos,
espectrales y sensoriales con sustancias de referencia Estos criterios de identificacion
implicaron esfuerzos en la obtencion de sustancias de referencia. Con este trabajo se
enfatiza en la componente sensorial (olfativa) como criterio de identificacion, pues se ha
establecido que muchos compuestos son identificados erroneamente al obtener IR y EM de
los compuestos mayoritarios que coeluyen con compuestos a nivel de trazas responsables

de la nota sensorial percibida durante el analisis CG-O.

Es asi como en el estudio del aroma de la guayaba se realiz6 un aporte novedoso en cuanto
a la identificacion de compuestos azufrados, identificados por primera vez como

constituyente de su aroma y la determinacion de su distribucion enantiomérica en esta fruta,
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de la cual se habian encontrado varias publicaciones sin resultado semejante. En el mismo
sentido la identificacion de los estereoisomeros del hidroxiéster 2-hidroxi-3-
metilpentanoato de metilo y la caracterizacion sensorial de estas moléculas son un aporte

novedoso en el campo de quimica de aromas.

La identificacion de compuestos detectados a nivel de trazas, solo fue posible por la
combinacidn de herramientas sensoriales e instrumentales. Es asi como la identificacion por
primera vez de la (Z)-1,5-octadien-3-ona, trans-4,5-epoxi-(E)-2-decenal, trans-4,5-epoxi-
(E)-2-undecenal, metional y 3-hidroxi-4,5-dimetil-2(5H)-furanona en el aroma de la

guayaba fue posible.

En cuanto a la cuantificacion de los compuestos activos olfativamente, el método SIDA
resulté confiable por cuanto el uso de estdndares marcados isotOpicamente asegura un
comportamiento idéntico al del analito y su recuperacién y factor de respuesta permiten
corregir las pérdidas ocasionadas por el procesamiento y analisis de la muestra. Asi se
establecio que los compuestos mayoritarios en el aroma de la guayaba roja son el (2)-3-
hexenal, hexanal, 4-hidroxi-2,5-dimetil-3(2H)-furanona, acetato de cinamilo y alcohol
cinamilico. Sin embargo, no sélo la concentracion determina el aporte de un componente al
aroma global de la fruta, sino que la relacién con su valor umbral, definida como OAV,
permite establecer cuantitativamente este aporte. En este sentido se observa que el aporte al
aroma de los compuestos 3-sulfanil-1-hexanol y acetato de 3-sulfanilhexilo es mas
relevante que el de aquellos cuyas concentraciones superaban en varios ordenes de

magnitud la cantidad determinada para estos constituyentes.

Este trabajo confirma la nueva vision del estudio del aroma con una componente de
actividad olfativa en la que se incluyen ensayos de recombinacion de los compuestos
activos olfativamente identificados y cuantificados, para regenerar la actividad sensorial
percibida. Es asi como los ensayos de omision permitieron establecer que los compuestos
impacto en el aroma de la guayaba roja son el: (Z)-3-hexenal responsable de la nota verde,

3-sulfanil-1-hexanol y acetato de 3-sulfanilhexilo responsables de la nota azufrada, tropical
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y 4-hidroxi-2,5-dimetil-3(2H)-furanona, butanoato de etilo, acetato de cinamilo

responsables de las notas dulce, frutal y floral respectivamente.
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3.2 EL AROMA DE LA GUAYABA VARIEDAD REGIONAL BLANCA

A simple vista, los frutos de la variedad blanca no se diferencian de los frutos de la
variedad roja dado que su apariencia exterior y su aroma son semejantes. Sin embargo el
consumo de la variedad blanca en Colombia es escaso y se limita a la produccion de
bocadillo en mezcla con frutos de la variedad roja. Es asi como en este trabajo se realizo el
estudio del aroma de la variedad blanca con el fin de establecer posibles diferencias en el

aroma de estas dos variedades.

3.2.1 Identificacion de los compuestos activos olfativamente. El estudio del aroma de la
guayaba regional blanca se realiz6 de manera anédloga a la descrita para el aroma de la
guayaba regional roja. El extracto de aroma obtenido mediante el método SAFE fue
descrito como una mezcla de notas olfativas verde, frutal y dulce. La complejidad de este
extracto fue disminuida por fraccionamiento en compuestos de naturaleza basica-neutra
(FNB), compuestos de naturaleza acida (FA) y compuestos azufrados (FT) de forma
analoga a la empleada para el estudio de la variedad roja. En la figura 3.20 se presenta el
perfil cromatografico y AEDA determinado para la fraccion FNB y en la figura 3.21 para la

fraccion FA.

El andlisis AEDA de la fraccion FNB confirm6 la presencia de 24 zonas olfativamente
activas que involucran las notas verde, dulce, frutal, black-currant y grapefruit; en forma
analoga en la fraccion FA se detectaron 11 zonas olfativamente activas caracterizadas por
las notas rancio-queso y coco. La identificacion de los compuestos activos olfativamente se
basdé en la comparacion de los criterios cromatografico, espectral y sensorial con los
exhibidos por sustancias de referencia. En la tabla 3.11 se presenta la identidad de los

compuestos activos olfativamente en el aroma de la guayaba blanca.
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Tabla 3.11 Compuestos activos olfativamente en el aroma de la guayaba regional blanca.

No.? | IRerar” | IRpss” | Compuesto® Descripcion FD® | FNB® | FAY | FT¢
olfativa
3B | 1053 802 Butanoato de etilo Frutal 32 X
4B | 1079 802 Hexanal Verde 4 X
5B | 1118 800 (E)-3-Hexenal Verde 1 X
6B | 1131 796 (2)-3-Hexenal Verde 256 X
50B | 1187 1028 1,8-Cineol Mentolado 2 X
51B | 1192 906 | Heptanal’ Herbal,grasoso | 1 X
7B | 1218 899 (2)-4-Heptenal Pescado 1 X
52B | 1269 1004 | Octanal Citrico 1 X
8B | 1282 978 | 1-Octen-3-ona’ Champifion 4 X
9B | 1300 954 (E)-2-Heptenal Frutal 1 X
11B | 1356 987 | (2)-1,5-Octadien-3-ona’ Geranio 4 X
13B | 1380 1096 Nonanal Citrico 1 X
14B | 1438 903 Metional Papa cocida 2 X
21B | 1580 1591 4-Metoxi-2,5-dimetil-3(2H)- | Caramelo 16 X
furanona
23B | 1615 817 Acido butanoico Rancio, queso 8 X
25B | 1652 885 Acido 2-y 3-metilbutanoico | Rancio, queso 1 X
(80:20)
26B | 1720 1249 Acetato de 3-sulfanilhexilo Black-currant 8 X X
27B | 1726 918 Acido pentanoico Rancio, queso 8 X
29B | 1830 1418 | 3-Sulfanil-1-hexanol Grapefruit 4 X X
30B | 1835 1179 Acido hexanoico Rancio, queso 1 X
53B | 1779 | 1148 | y-Heptalactona’ Coco 2 X | X
34B | 1934 1112 Acido heptanoico Rancio, queso 1 X
35B | 2000 1383 | Trans-4,5-epoxi-(E)-2- Metélico 64 X
decenal
36B | 2015 1370 | y-Nonalactona' Coco 1 X | X
37B | 2032 1081 | 4-Hidroxi-2,5-dimetil-3(2H)- | Caramelo 32 X X
furanona
38B | 2053 1486 Trans-4,5-epoxi-(E)-2- Metalico 8 X
undecenal
39B 2077 1389 5-Nonalactona Coco 1 X
41B 2147 1453 Acetato de cinamilo Floral, miel 512 X
44B | 2197 1136 3-Hidroxi-4,5-dimetil-2(5H)- | Especiado 1 X X
furanona
45B | 2287 1335 Alcohol cinamilico Floral, miel 512 X
47B | 2555 1261 Acido fenilacético Miel 2 X

a. Los compuestos fueron numerados segun el orden de elucién en la columna FFAP y concuerdan con los
presentados en la figura 3.20 y con los de la tabla 3.5 para la guayaba roja. b. IR= Indice de retencién en
columna FFAP y DB-5 c. la descripcion sensorial corresponde a la percibida a la salida del puerto de
olfaccion durante CG-O d. los compuestos fueron identificados con base en sus indices de retencién en
columna FFAP y DB-5, sus espectros de masas y sus caracteristicas sensoriales. e. FD= factor de dilucién de
aroma f. la obtencién de un espectro de masas no fue posible; la identificacion esta basada s6lo en la
comparacion de IR y descripcion sensorial con sustancias de referencia. g. fraccion obtenida por particion en
compuestos neutros basicos (FNB), compuestos acidos (FA) y fraccion de tioles (FT).
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La comparacion cualitativa de los compuestos de aroma detectados en el analisis AEDA de
la guayaba blanca y la guayaba roja indicé que en el aroma de la guayaba blanca se
detectaron olfativamente el 1,8-cineol (50B), heptanal (51B), octanal (52B) y vy-

heptalactona (53B), los cuales no fueron detectados olfativamente en la variedad roja.

En contraste las notas olfativas debidas al butanoato de metilo (1R), diacetilo (2R), 2,3-
dimetilpirazina (10R), (Z)-3-hexenol (12R), &cido acético (15R), (2R,3S)-2-hidroxi-3-
metilpentanoato de metilo (16R), y-butirolactona (17R), (2S,3S)-2-hidroxi-3-
metilpentanoato de metilo (18R), linalool (19R), terpinen-4-ol (20R), benzoato de metilo
(22R), benzoato de etilo (24R), acetato de 2-feniletilo (28R), 6-heptalactona (31R), (E,E,Z)-
2,4,6-nonatrienal (32R), y-octalactona (33R), y-decalactona (40R), eugenol (42R), o-
decalactona (43R), y-dodecalactona (46R) y vainillina (48R) determinadas en el aroma de

la guayaba regional roja, no fueron detectadas en el aroma de la guayaba regional blanca.

Se realiz6 un AEDA comparativo de los extractos de guayaba blanca y roja, por cuanto
fueron obtenidos a partir de la misma cantidad de fruta y mediante el mismo método de
extraccion. Asumiendo pérdidas iguales de los compuestos volatiles durante el
procesamiento de la muestra se logré establecer diferencias en el aroma de las dos

variedades.

Para los compuestos butanoato de etilo, hexanal, (Z)-3-hexenal, metional, 4-metoxi-2,5-
dimetil-3(2H)-furanona, acetato de 3-sulfanilhexilo, 3-sulfanil-1-hexanol, trans-4,5-epoxi-
(E)-2-decenal, 4-hidroxi-2,5-dimetil-3(2H)-furanona, acetato de cinamilo, 3-hidroxi-4,5-
dimetil-2(5H)-furanona y alcohol cinamilico cuyos FD en el aroma de la guayaba roja
estuvieron en un rango entre 128-2048 se observd que en el aroma de la guayaba blanca
solo alcanzaron valores entre 1-512. En vista que el FD de un componente activo
olfativamente esta relacionado con su valor umbral y este a su vez depende de la
concentracion del analito en el extracto, las diferencias en los FD para los compuestos
activos olfativamente en el aroma de la guayaba roja y blanca sugirieron que la
concentracion de estos volatiles en la variedad blanca es menor a la determinada en el

aroma de guayaba roja.
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En el aroma de la variedad blanca los compuestos acetato de cinamilo, alcohol cinamilico y
(2)-3-hexenal poseen los valores de FD maés altos. Estos compuestos son los responsables
de notas floral-miel y verde, que indican una mayor relevancia de estas notas en el aroma
de la variedad blanca en contraste con las notas dulce-caramelo y azufrada percibidas en la

variedad roja y producidas por los tioles y compuestos furanicos.

3.2.2 Experimentos de cuantificacion. La cuantificacion de los compuestos activos
olfativamente en la variedad blanca cuyos valores de FD fueron iguales o superiores a 32,
se realizo por el método SIDA. La cuantificacidon de (Z)-3-hexenal y hexanal en el aroma
de la variedad blanca fue determinada en fruta cortada en cubos con base en los resultados
obtenidos en la variedad roja. Para establecer el aporte individual de cada uno de los
compuestos activos olfativamente al aroma global de la guayaba blanca, se calcularon los
OAV mediante la relacion de sus concentraciones y los valores umbral de olor. En la tabla

3.12 se presentan los resultados obtenidos.

Tabla 3.12 Resultados del analisis cuantitativo de los compuestos activos

olfativamente en el aroma de la guayaba regional blanca.

No.? Compuesto Concentracion® Valor OAV*
(no/Kg fruta) umbral
(ng/kg agua)

3B Butanoato de etilo 170 +42 (25%) 0,76 200
4B Hexanal 970 + 190 (20%) 2,6 400
6B (2)-3-Hexenal 2010 + 460 (23%) 0,12 17000
14B Metional 0,3+0,2 (67%) 0,43 <1
21B 4-Metoxi-2,5-dimetil-3(2H)-furanona 194 + 25 (13%) 160 1
26B Acetato de 3-sulfanilhexilo 9,2 +5,6 (61%) 0,02 130
29B 3-Sulfanil-1-hexanol 7,8 £2,8 (36%) 0,06 460
35B trans-4,5-Epoxi-(E)-2-decenal 2,3+ 0 (0%) 0,22 10
37B 4-Hidroxi-2,5-dimetil-3(2H)-furanona | 3440 + 340 (10%) 40 90
41B Acetato de cinamilo 0,8 £0,2 (25%) 150 <<1
44B 3-Hidroxi-4,5-dimetil-2(5H)-furanona 0,5+ 0,07 (13%) 1,7 <<1
45B Alcohol cinamilico 620 + 50 (8%) 77 8

a. Los nimeros corresponden con los presentados en la tabla 3.11; b. concentracion promedio +desviacion
estandar (% desviacion) resultado de tres replicas; c. OAV=odor active value.
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Los compuestos mayoritarios fueron 4-hidroxi-2,5-dimetil-3(2H)-furanona, (Z)-3-hexenal y
hexanal. Las concentraciones mas bajas se encontraron para el metional, 3-hidroxi-4,5-
dimetil-2(5H)-furanona y acetato de cinamilo. Sin embargo, esta comparacion de las
concentraciones no indica la importancia olfativa de cada uno de los analitos en el aroma
total de la fruta. Como se ha mencionado anteriormente, la determinacion de valores OAV
es la que permite establecer el aporte individual y efectivo de los compuestos activos
olfativamente en el aroma de un alimento. Asi se establecié que los mayores valores de
OAV se obtuvieron para el (Z)-3-hexenal, hexanal, 3-sulfanil-1-hexanol, butanoato de etilo,
acetato de 3-sulfanilhexilo y 4-hidroxi-2,5-dimetil-3(2H)-furanona, algunos de los cuales
conservan el mismo orden de magnitud que los determinados en el aroma de la variedad
roja. Estos compuestos son los responsables de las notas verde, grapefruit, frutal y dulce-

caramelo (respectivamente), caracteristicas del aroma de esta variedad.

3.2.3 Experimentos de recombinacion y omision. La solucion de recombinacion del
aroma fue obtenida mediante la mezcla de los compuestos con OAV mayores a 1 en las
concentraciones determinadas por SIDA. El perfil olfativo de esta recombinacion se

comparé contra el perfil olfativo de los cubos de fruta blanca y roja (figura 3.21).

frutal
2,5

“grapefruit"” dulce,caramelo

fresco floral

metalico

especiado
== Guayaba roja =4&— Guayaba blanca =@ Recombinacién guayaba blanca

Figura 3.21 Perfil del aroma de cubos de guayaba blanca en comparacion con la solucion
recombinada y cubos de guayaba roja.
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El perfil de aroma de la recombinacion de la fruta blanca fue similar al perfil de la fruta
fresca, lo cual indica la validez de los resultados cualitativos y cuantitativos en la
caracterizacion del aroma de la guayaba blanca. Asi en la variedad blanca la nota dulce y
verde esta mas acentuada que en la recombinacion. Al comparar el aroma de las dos
variedades, se observa que el aroma de la guayaba blanca posee una mayor influencia de las
notas verde, frutal y dulce-caramelo con respecto al aroma de la guayaba roja mientras que
en la variedad roja se observa una mayor influencia de la nota grapefruit.

Los resultados aqui presentados demuestran que el aroma de las dos variedades esta
conformado por los mismos compuestos activos olfativamente y que aunque difieren en su
composicion cuantitativa, es posible afirmar que el aroma de la variedad blanca es

olfativamente equivalente al aroma de la variedad roja.

Con base en este resultado se plantearon los ensayos de omision, mediante el uso de
pruebas triangulares. Asi fue posible establecer los compuestos impacto en el aroma de la
guayaba regional blanca. En la tabla 3.13 se presentan los resultados del analisis olfativo y

estadistico de estos ensayos.

Tabla 3.13 Ensayos de omision en el aroma de guayaba regional blanca

Respuestas| Nivel de
Compuesto omitido correctas® | significancia

3-Sulfanil-1-hexanol 11 1%
Acetato de 3-sulfanilhexilo
4-Hidroxi-2,5-dimetil-3(2H)furanona

(2)-3-Hexenal 5%
Hexanal .
Butanoato de etilo 5%

4-Metoxi-2,5-dimetil-3(2H)furanona
Alcohol cinamilico
trans-4,5-epoxi-(E)-2-decenal

a. nimero de panelistas = 15

O|IN|0|©O|W|©w ||
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Los resultados anteriores mostraron diferencias significativas en el aroma global de la
recombinacion cuando el (Z)-3-hexenal, 3-sulfanil-1-hexanol y el butanoato de etilo fueron
omitidos de los respectivos ensayos. Estos resultados coinciden con los obtenidos para la

guayaba regional roja.

Aunque la concentracion de 3-sulfanil-1-hexanol empleada en este modelo de
recombinacion fue mucho menor a la empleada en el aroma de la guayaba roja, el aroma
global de este modelo, muestra el caracteristico aroma de la guayaba. Los ensayos de
omisién confirman la influencia de los compuestos azufrados, el butanoato de etilo y el (2)-
3-hexenal en el aroma de la variedad blanca.

3.2.4 Consideraciones generales. El estudio del aroma de la guayaba blanca y su
comparacion con el aroma de la variedad roja, se realiz6 mediante un analisis AEDA
comparativo. Los resultados obtenidos mostraron que el aroma de las dos variedades
presentan los mismos compuestos activos olfativamente. Sin embargo, el analisis SIDA
permitio establecer que el aroma de la guayaba blanca presenta diferencias en la
concentracion de los analitos activos olfativamente con respecto a la concentracion para los

mismos analitos en guayaba roja.

Otros estudios comparativos del aroma de las variedades roja y blanca en frutas
provenientes de Egipto discuten las diferencias en la composicion del aroma con respecto al
contenido de diversos grupos funcionales. Mientras que en el aroma de la guayaba blanca
los principales constituyentes fueron hidrocarburos, en la guayaba roja los compuestos
carbonilicos fueron mayoritarios. En este estudio también se establecié que el hexanal es el
componente mayoritario en las dos variedades y que el aroma caracteristico es debido a
derivados cinamilicos, compuestos Cs y B-cariofileno (Askar, et al, 1986). Estudios en
frutas colombianas de las variedades Palmira ICA-1 y Glum Sali destacan un mayor
contenido de ésteres en la primera variedad e hidrocarburos y aldehidos Cs en la segunda
(Quijano, et al, 1999). Sin embargo estos resultados no permiten esclarecer las posibles
diferencias sensoriales de las variedades estudiadas por cuanto los compuestos identificados

y cuantificados no corresponden a los responsables del aroma de la fruta.
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Este conocimiento en la composicion del aroma y los resultados del mayor valor nutricional
hallado para frutas de la variedad blanca en comparacién con la variedad roja, son razones
que justifican aumentar el consumo de esta variedad. Ademas constituye un aporte al
conocimiento de nuestras especies para su defensa, promocion y aprovechamiento, pues
son la base para investigaciones en pro de la agroindustria y fortalecimiento de la cadena

productiva de la guayaba.

Aparentemente las guayabas blancas tienen una menor produccion de compuestos
azufrados, lo cual sugiere que la ruta de su biogénesis en la variedad roja es mas activa que
en la variedad blanca. De manera analoga al resultado en guayaba roja, en la guayaba
blanca no se pudo establecer la presencia de precursores cisteinilizados posibles
precursores de compuestos azufrados volatiles. Asi es posible sugerir que en el aroma de la
guayaba blanca el origen de los tioles se debe a otra ruta biogenética como por ejemplo la
adicién de H,S sobre (E)-2-hexenal (Vermeulen, et al, 2006).



143

3.3 CAMBIOS EN EL AROMA DE LA GUAYABA DURANTE LA MADURACION

En general la composicién quimica y las propiedades fisicas de las frutas son afectadas por
diversos factores externos como son las condiciones climaticas de cultivo (suelo,
temperatura, humedad, etc), el periodo de cosecha, la maduracion in situ o poscosecha, etc.
En este capitulo se presentan los resultados del estudio de los cambios en el aroma de la
guayaba roja y blanca por efecto de la maduracion in situ y la maduracién poscosecha de
frutas recolectadas una misma zona de cultivo (Finca Las Alicias-Puente Nacional) y
durante el mismo periodo de cosecha (Octubre-Diciembre, 2006, 2007 y 2008). Este
estudio se realizd con el fin de establecer la variacion de los compuestos activos

olfativamente durante el proceso de maduracion.

Con el fin de obtener una muestra representativa, la recoleccién de la fruta se realizd
mediante la toma al azar de 3-5 frutas de 5 arboles. Los frutos recolectados y clasificados,
fueron caracterizados fisico-quimicamente (tabla 2.1). Se observé que las frutas se
recolectan cuando su cascara es de color verde y poseen una alta firmeza, que con el paso
del tiempo su color cambia por tonalidades amarillas y pierden firmeza. Asi mismo se noto

un cambio en el aroma transcurridos tan sélo 3-4 dias de su recoleccion.

3.3.1 Maduracién in situ. Una primera aproximacion al estudio del cambio del aroma de la
guayaba colombiana durante su maduracion se realizo con frutos madurados in situ con el
objeto de conocer el comportamiento natural de esta fruta. La extraccion de los compuestos
volatiles se realiz6 por HS-MEFS y los extractos asi obtenidos se analizaron por CG-O y
CG-EM. Los parametros de analisis por HS-MEFS fueron previamente seleccionados
teniendo en cuenta la fibra y las condiciones en las que se detectdé el mayor nimero de

compuestos volatiles (Gonzélez, 2007).

Se definieron tres estados de madurez: li, Ili y Illi, que pueden relacionarse con frutas
verdes, pintonas y maduras. Después de realizar su caracterizacion fisico-quimica (tabla

2.1) se procedi6 a realizar su caracterizacion olfativa acorde con las notas olfativas frutal,
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verde, dulce, fresco y grapefruit (figura 3.22). Las notas olfativas como especiado, metalico

y floral no fueron descritas en esta primera aproximacion.

frutal

LA

a. 2

grapefruit , verde grapefruit

dulce

-4 -li —-= i ——lili

Figura 3.22 Perfil olfativo por estados de madurez in situ (li, Ili, 11i) de:
A. Guayaba regional roja y B. Guayaba regional blanca

El comportamiento general fue similar en las dos variedades. Con la maduracion
disminuyen las notas verde y fresca y aumentan las notas dulce, frutal y grapefruit. EI perfil
olfativo de las dos variedades en los estados de madurez li y Ili se caracteriz6 por las notas
fresca y verde, mientras que en el estado Illi las notas grapefruit, frutal y dulce son las mas

reconocidas.

Cada uno de los extractos obtenidos por HS-MEFS se analizé por CG-O y CG-EM. (figura

3.23). En la tabla 3.14 se presenta la distribucion porcentual de los compuestos detectados.
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Figura 3.23 Perfiles cromatogréaficos obtenidos del muestreo por HS-MEFS para tres

estados de maduracion en A. guayaba regional roja y B. guayaba regional blanca.
a. etanol, b. hexanal; c. (2)-3-hexenal, d. limoneno; e. (E)-2-hexenal, f. acetato de hexilo; g. acetato de (2)-3-

hexenilo; h. hexanol; i. (Z)-3-hexenol; j. B-cariofileno; k. sesquiterpeno no identificado.

Tabla 3.14 Distribucién porcentual compuestos detectados por HS-MEFS en diferentes

estados de maduracién de guayaba regional roja y blanca.

No. Guayaba roja (%) Guayaba blanca (%)
Compuesto

li i i li ] i
a | Etanol 0,0 0,0 0,0 0,0 122 | 03
b | Hexanal 26,7 | 10,8 8,1 74,2 | 549 | 55,2
C | (2)-3-hexenal 55 5,0 3,7 8,8 5,7 7,0
d Limoneno 54 0,8 0,0 0,0 0,6 0,0
€ | (E)-2-hexenal 4,0 2,5 2,6 13,1 | 10,5 9,1
f | Acetato de hexilo 0,0 7,2 39 0,0 0,0 4,2
g | Acetato de (2)-3-hexenilo 2,7 64,2 | 77,2 0,0 55 16,3
h™ | Hexanol 1,7 | 1,7 1,2 00 | 32 | 35
i (2)-3-hexenol 5,0 2,8 2,6 0,0 4.4 35
J | -cariofileno 491 | 51 0,8 00 | 00 | 00
k | Sesquiterpeno 0,0 0,0 0,0 3,9 3,0 0,9
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Con base en el analisis anterior se encontré que las sefiales detectadas corresponden a
compuestos Cg y sesquiterpenos. Olfativamente solo fueron detectados el hexanal y el (2)-

3-hexenal caracterizados por una nota verde.

En la variedad roja y en la blanca se observa que el contenido de hexanal, (Z)-3-hexenal y
(E)-2-hexenal, disminuyen con la maduracion, mientras que el contenido de acetato de
hexilo y acetato de (Z)-3-hexenilo aumentan. En las dos variedades el contenido de hexanol
y (Z)-3-hexenol permanece casi constante durante el proceso. Dado que las enzimas no
fueron desactivadas durante el muestreo HS-MEFS, las cantidades determinadas para estos
compuestos corresponden a la suma del contenido endégeno y al formado por accién
enzimatica de la 13-hidroperoxi C18:2 y C18:3 liasa sobre acido linolenico y linoleico

como se expuso en el numeral 3.1.4.

Mientras en la variedad roja se observa una disminucion en el contenido de B-cariofileno
con el transcurso de la maduracion, en la variedad blanca, se establecio la presencia de un
sesquiterpeno no identificado cuyo contenido también disminuye en el transcurso de la
maduracion. Asi mismo se puede destacar que en la composicion del aroma de las dos
variedades se produce limoneno, el cual fue detectado principalmente en el estado
intermedio li de la variedad roja. La formacion de terpenos y sesquiterpenos esta

relacionada con la ruta del &cido mevalonico (Fisher y Scott, 1997).

Los compuestos volatiles de la guayaba han sido estudiados mediante extraccion HS-MEFS
en frutas provenientes de Francia (Paniandy, et al 2000) y Brasil (Cardeal, et al, 2005;
Carasek, et al, 2006). En las frutas provenientes de Francia se determinaron ésteres,
aldehidos y lactonas como constituyentes del HS y se atribuyé la nota verde a la presencia
de (E)-2-hexenal y (E)-3-hexenal; mientras que en las frutas de Brasil se destaca la
presencia de alcoholes, aldehidos, ésteres y terpenos como principales constituyentes del
HS de la guayaba. Sin embargo en estos estudios no se determinan los compuestos activos

olfativamente aqui determinados.
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El presente estudio permitid establecer diferencias en la composicién del aroma de los tres
estados de maduracion de la fruta alcanzados in situ mostrando que el aroma cambia en
cuanto a la degradacion de hexanal y (Z)-3-hexenal, y la formacion de alcoholes y ésteres
Cs. De esta manera la técnica de HS-MEFS permitio tener una idea del desarrollo de la nota
verde durante el proceso de maduracion, pero el seguimiento del resto de compuestos
activos olfativamente en el aroma de la guayaba no fue posible. Por esta razon fue
necesario buscar una metodologia de analisis que permitiera comparar la influencia de
todos los compuestos activos olfativamente en cada estado de maduracion. Asi se planted el
uso del analisis AEDA comparativo de extractos de aroma obtenidos por SAFE y la
cuantificacion por SIDA de los compuestos activos olfativamente en diferentes estados de
maduracion tanto de guayaba roja como de guayaba blanca, resultados que se discutiran a

continuacion.

3.3.2 Maduracion poscosecha. La guayaba se clasifica como una fruta climatérica que
completa su proceso de maduracion después de su cosecha, mostrando cambios profundos
en el color y la firmeza en pocos dias (6-8 dias) (Azzolini, et al, 2005). Para evaluar la
influencia de la maduracién poscosecha en la composicion del aroma se emplearon frutos
con las caracteristicas fisico-quimicas presentadas en la tabla 2.1, los cuales se
caracterizaron olfativamente (figura 3.24). Este experimento se plante6 porque la guayaba
usualmente se recolecta en estado verde y se deja madurar durante su transporte y

almacenamiento.
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Figura 3.24 Perfil olfativo de los diferentes estados de maduracidn poscosecha de guayaba
A. Regional roja y B. Regional blanca

El perfil olfativo de la variedad roja en estado de madurez Ip se caracterizd por las notas
verde, grapefruit y fresca, mientras que en el estado Illp las notas frutal y dulce fueron
predominantes. En la variedad blanca el estado Ip se observd la influencia de las notas
verde y fresca; mientras que en el estado Ilp las notas grapefruit, verde y fresca fueron las
predominantes. En el estado Illp las notas frutal y dulce fueron las mas reconocidas. En las
dos variedades las frutas inmaduras se caracterizaron por notas verde y fresca, mientras que
en el estado maduro se desarroll6 la nota grapefruit, la cual es bastante susceptible al
manejo poscosecha. En el estado sobremaduro las notas dulce y frutal fueron las
caracteristicas. Un analisis AEDA comparativo con extractos de las dos variedades
obtenidos a partir de la misma cantidad de fruta y bajo las mismas condiciones de
extraccion permitio establecer que los compuestos olfativamente activos en el aroma de las
dos variedades de guayaba son los mismos y que los FD varian de acuerdo con el estado de
madurez de la fruta. En la tabla 3.15 se presentan los FD de los compuestos activos

olfativamente por estado de maduracion en las dos variedades.
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Tabla 3.15 Analisis por AEDA comparativo de guayaba regional roja y blanca en

diferentes estados de maduracion poscosecha

No.? Compuesto Guayaba roja Guayaba blanca
FDyw | FDuip | FDyp | FDyp | FDup

3 Butanoato de etilo 4 16 0 32 4
4 Hexanal 4 2 2 4 4
5 (E)-3-Hexenal 2 2 2 1 2
6 (2)-3-Hexenal >1024 | >1024 | >1024 | 256 | >1024
50B | 1,8-Cineol 0 0 32 2 32
8 1-Octen-3-ona 2 1 2 4 2
11 (2)-1,5-Octadien-3-ona 0 2 8 4 4
14 Metional 2 2 2 2 4
21 4-Metoxi-2,5-dimetil-3(2H)-furanona 0 8 0 16 8
23 | Acido butanoico 0 2 0 8 0
25 | Acidos 2 y 3-metilbutanoico 0 1 0 1 0
26 Acetato de 3-sulfanilhexilo 0 2 1 8 0
27 | Acido pentanoico 0 1 0 8 0
29 3-Sulfanil-1-hexanol 0 1 1 4 0
35 trans-4,5-Epoxi-(E)-2-decenal 16 16 32 64 8
37 4-Hidroxi-2,5-dimetil-3(2H)-furanona 1 2 0 32 1
38 trans-4,5-Epoxi-(E)-2-undecenal 1 4 2 8 8
41 Acetato de cinamilo 1 1 0 512 0
44 3-Hidroxi-4,5-dimetil-2(5H)-furanona 0 1 0 1 2
45 Alcohol cinamilico 1 4 2 512 8
47 | Acido fenilacético 1 1 0 2 0

a. Los nimeros corresponden con los presentados en las tablas 3.5 y 3.11. FD = factor de dilucion.

En la variedad roja se evaluaron dos estados de madurez que pueden correlacionarse con
estado inmaduro y sobremaduro. En el estado Ip los compuestos mas potentes fueron (Z)-3-
hexenal y trans-4,5-epoxi-(E)-2-decenal responsables de las notas verde y metalica
respectivamente, los cuales poseen un alto FD en el estado Illp, complementados con la
presencia de butanoato de etilo y 4-metoxi-2,5-dimetil-3(2H)-furanona. Estas
determinaciones coinciden con el resultado de la evaluacion sensorial en el cual las notas

verde en el estado Ip y las notas dulce y frutal en el estado I11p son las mas relevantes.

En la variedad blanca se evaluaron tres estados de madurez, que pueden correlacionarse con
estados inmaduro, maduro y sobremaduro. En el estado Ip los mayores FD fueron
determinados para (Z)-3-hexenal, 1,8-cineol y trans-4,5-epoxi-(E)-2-decenal. En el estado

I1p la contribucion al aroma se relaciona ademas con los compuestos acetato de cinamilo,
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alcohol cinamilico, butanoato de etilo y 4-hidroxi-2,5-dimetil-3(2H)-furanona. En el estado

I11p se observan nuevamente altos valores FD para (Z)-3-hexenal y 1,8-cineol.

Al comparar los perfiles olfativos de las dos variedades, se observo que hay un mayor
aporte de las notas grapefruit en el perfil de la variedad blanca, lo cual coincide con los
mayores valores FD detectados para los compuestos 3-sulfanil-1-hexanol y acetato de 3-

sulfanilhexilo en comparacion con los determinados en la variedad roja.

Las diferencias en los valores FD de los compuestos detectados en el analisis AEDA, estan
relacionadas con su concentracion y valor umbral. La concentracion de volatiles durante el
proceso de maduracion se realizd mediante SIDA. En la tabla 3.16 se presentan los
resultados de la cuantificacion de los compuestos activos olfativamente en los diferentes

estados de madurez en las dos variedades de guayaba.



151

Tabla 3.16 Anélisis cuantitativo por SIDA de compuestos activos olfativamente en el aroma de la guayaba roja y blanca por estado de

madurez.
No.? Compuesto Guayaba roja® Guayaba blanca”
Ip (no/Kg fruta) | Illp (ug/Kg fruta) | Ip (ng/Kg fruta) 1p (no/Kg fruta) Ip (pg/Kg fruta)
3 Butanoato de etilo 24+7 (29%) 130 + 9 (7%) 170 +42 (25%) 150 + 15 (10%) 324 + 30 (9%)
4 Hexanal 3680+ 395 (11%) | 276 + 86 (31%) 2350 + 150 (6%) | 967 + 190 (20%) 210 + 36 (17%)
6 (2)-3-hexenal 99204591 (6%) | 1470 + 88 (6%) 2690+ 295 (11%) | 2010 + 460 (23%) | 443%31 (7%)
14 Metional 0,25 + 0,01 (4%) | 0,07+0 (0%) 0,1+0,03(30%) | 0,3+0,2(67%) 0,5+0,05 (10%)
16 (2R,3S)-2-hidroxi-3-metil-pentanoato | 5,6+0,9 (16%) 3,3+0,4 (12%)° ND 2,2%0,6 (27%)° 6,9+3,2 (46%)
de metilo
18 (2S,3S) -2-hidroxi-3-metil-pentanoato | 32+10 (31%) 64+3,3 (5%)° ND 10+1,1 (11%)° 13+0,8 (6%)
de metilo
21 4-Metoxi-2,5-dimetil-3(2H)-furanona | 105 + 3,7 (4%) 560 + 81 (14%) 172 + 11 (6%) 194 + 25 (13%) 54 + 2,7 (5%)
22 Benzoato de metilo 22+2,1 (10%) 110410 (9%) 9,3%£1,9 (20%) 3,2+0,5 (16%) 4,9+1,5 (31%)
24 Benzoato de etilo 10148 (8%) 455447 (10%) 6,0£0,6 (10%) 1626,6 (41%)° 19+4,5 (24%)
26 Acetato de 3-sulfanilhexilo ND 2,0+ 0,18 (9%) 10 + 1,3 (13%) 9,2 +5,6 (61%) 0,36+0,04 (11%)
29 3-Sulfanilhexanol ND 2,2+ 0,11 (5%) 16+ 4 (25%) 7,8 + 2,8 (36%) 1,720,1 (6%)
35 trans-4,5-Epoxi-(E)-2-decenal 24+05(21%) | 2,8+1,2 (43%)° ND 2,3+0 (0%) 0,2+ 0 (0%)
37 4-Hidroxi-2,5-dimetil-3(2H)-furanona | 28412 (4%) 1880 + 102 (5%) 1100 + 66 (6%) | 3440 + 340 (10%) | 1770 % 240 (14%)
41 | Acetato de cinamilo 15+0,1(7%) 56 + 8 (14%) 1,2 40,2 (17%) 0,8 +0,2 (25%) 1,3+0,1 (8%)
44 3-Hidroxi-4,5-dimetil-2(5H)-furanona | ND 0,71+0,04 (6%)° | 0,08 0,03 (38%) | 0,53+ 0,07 (13%) | 0,30,02 (7%)
45 | Alcohol cinamilico 1100+ 56 (5%) | 3230 + 157 (5%) 115 +56 (49%) | 620 + 50 (8%) 266 + 30 (11%)

a. Los nimeros corresponden con los presentados en las tablas 3.5 y 3.11; b. concentracién promedio +desviacion estandar (% desviacion) resultado de tres
replicas; c. concentracion promedio tdesviacion estandar (% desviacidn) resultado de cinco replicas; d. concentracion promedio desviacion estandar (%
desviacién) resultado de dos replicas; ND= no detectado
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La comparacion de los datos de cuantificacion muestra que tanto en la variedad roja como
en la variedad blanca, la concentracion de aldehidos Cg disminuye con el transcurso de la

maduracion de la fruta.

Si bien los aldehidos Cg contintan siendo los compuestos mayoritarios en el aroma de los
diferentes estados de maduracién, el aumento en la concentracion del butanoato de etilo, 4-
hidroxi-2,5-dimetil-3(2H)-furanona, favorecen el aporte de notas frutal y dulce-caramelo en

cada estado de madurez.

De otra parte los compuestos azufrados 3-sulfanil-1-hexanol y acetato de 3-sulfanilhexilo,
responsables de las notas grapefruit y black-currant respectivamente, disminuyeron su
contenido en la maduracién de la guayaba blanca; mientras que en la guayaba roja solo

pudieron ser cuantificados en el estado sobremaduro.

Otros estudios, han evaluado el cambio en la concentracién de compuestos volatiles por
efecto de la maduracion de la fruta. En frutas variedad Cortibel provenientes de Brasil
(Soares, et al, 2007), Lucknow-49 de la India (Toth-Markus, 2005) y guayabas blancas de
Taiwan (Chyau, et al, 1992) se evalud el comportamiento de los componentes volatiles en
diferentes estados de maduracion. Estos estudios coinciden en que en las frutas inmaduras y
en el estado intermedio de maduracién predominan los aldehidos como (E)-2-hexenal y (2)-
3-hexenal, mientras que en las frutas maduras los ésteres acetato de (Z)-3-hexenilo y
acetato de (E)-3-hexenilo y sesquiterpenos como cariofileno, a-humuleno y B-bisaboleno
son los componentes mayoritaros. Estos resultados coinciden parcialmente con los
obtenidos en este estudio, sin embargo en las variedades roja y blanca la presencia de
sesquiterpenos se limitd a la presencia de B-cariofileno, cuya contribucion al aroma de la
guayaba no es relevante. Los resultados aqui presentados muestran por primera vez el

cambio en compuestos activos olfativamente por efecto de la maduracion de la guayaba.

Sin embargo, para establecer el verdadero aporte sensorial de los compuestos activos

olfativamente al aroma de cada estado de madurez se presenta la comparacion de los
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OAVs, la cual no solo muestra el incremento o la disminucion de la concentracion de cada
componente en el proceso de maduracion, sino que permite estimar como cada compuesto
responsables de una nota olfativa, posee un mayor o menor efecto en el perfil de aroma. La
tabla 3.17 muestra las diferencias obtenidas para los OAVs calculados en las dos variedades

en los diferentes estados de maduracion.

Tabla 3.17 OAV para los compuestos activos olfativamente en el aroma de guayaba roja 'y

blanca por estado de madurez.

Guayaba roja Guayaba blanca

Valor
No.? | Compuesto umbral
' P (na/kg | OAV Ip [OAV IlIp| OAVIp | OAV lIp [ OAV IlIp
agua)
Butanoato de etilo 0,76 32 170 220 200 430
Hexanal 2,4 1500 120 980 400 90
(2)-3-hexenal 0,12 83000 12000 22000 17000 3700
14 | Metional 0,43 <1 <<1 <<1 <1 <1
16 | (2R,3S)-2-hidroxi-3-metil- 13 <1 <<1 - <1 <1
pentanoato de metilo
18 | (2S,3S) -2-hidroxi-3-metil- 2,4 13 30 - 4 5
pentanoato de metilo
21 | 4-Metoxi-2,5-dimetil-3(2H)- 160 <1 4 1 1 <1
furanona
22 | Benzoato de metilo 73 <<] 1 <<1 <<1 <<1
24 | Benzoato de etilo 53 2 9 <1 <1 <1
26 | Acetato de 3-sulfanilhexilo 0,02 - 100 500 460 20
29 | 3-Sulfanilhexanol 0,06 - 40 270 130 30
35 |trans-4,5-Epoxi-(E)-2-decenal | 0,22 11 13 - 10 1
37 | 4-Hidroxi-2,5-dimetil-3(2H)- 40 7 50 30 90 40
furanona
41 | Acetato de cinamilo 150 <<1 <<1 <<1 <<1 <<1
44 | 3-Hidroxi-4,5-dimetil-2(5H)- 1,7 - <1 <<1 <<1 <<1
furanona
45 | Alcohol cinamilico 77 14 40 1 8 3

a. Los nimeros corresponden con los presentados en las tablas 3.5y 3.11

Estos resultados muestran que tanto en la variedad roja como en la variedad blanca, el
estado inicial Ip se caracteriza por una nota verde debida principalmente a la presencia de

(2)-3-hexenal el cual excede su valor umbral en 83000 y 22000, respectivamente. Durante
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la maduracion el OAV de este compuesto disminuye pero es el mas influyente en el aroma
total de la fruta. Un comportamiento similar se observa para hexanal aunque con un menor
OAV. Los altos OAV detectados para estos compuestos durante todo el proceso de
maduracion sugieren que inclusive cuando la concentracion disminuye su aporte al aroma

continta siendo importante.

Otros constituyentes de importancia olfativa en el aroma de la guayaba son los compuestos
azufrados 3-sulfanil-1-hexanol y acetato de 3-sulfanilhexilo, cuyo comportamiento segun el
estado de madurez de la fruta se evalto por primera vez en este estudio. En la variedad roja
estos compuestos no fueron detectados en el estado Ip. En la variedad blanca estos
compuestos son importantes en el estado Ip, y son responsables de la nota grapefruit que
disminuye significativamente con el transcurso de la madurez hasta el estado Ill p. Los
OAV determinados poseen valores de 500 para el alcohol y de 270 para el acetato, fueron
similares a los OAV determinados en el estado Ilp. Asi mismo se observé una reduccion
dréastica de su aporte olfativo en el estado Illp. Estos resultados indican la importancia de
estos compuestos en el aroma de la guayaba y sugieren que estos podrian ser utilizados

como indicadores del estado de madurez de la fruta.

Los organismos vivos parecen ser sensibles a moléculas que contienen atomos de azufre,
las cuales son capaces de transmitir informacion inclusive a larga distancia. El olfato
humano puede detectar tioles simples y otras moléculas azufradas de bajo peso molecular
presentes en concentraciones del orden de ppt y se presume que los insectos responden
inclusive a concentraciones menores. Se cree que la discriminacién del olor se lleva a cabo
por 6rganos sensoriales olfativos del insecto y que cuando un componente volatil azufrado
esta presente, se libera una cadena de potenciales de accion. Las plantas y los animales
exploran las propiedades de los compuestos azufrados como mecanismo de atraccion o
defensa. La actividad de la biomoléculas azufradas depende de la relacion -SH/S-S, razon
por la cual directa o indirectamente el estado redox del organismo determina la regulacion
del proceso metabdlico. Este mecanismo de control es comun para todas las formas de vida
(Mitchell, 1996).
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Los ésteres son otros compuestos volatiles con un importante papel en el proceso de
maduracion cuya biogénesis se lleva a cabo mediante la ruta de B-oxidacion de lipidos
(Fisher y Scott, 1997)

En la guayaba varios ésteres han sido identificados y cuantificados en el proceso de
maduracion, asumiendo que estos compuestos imparten la nota frutal (Toth-Markus,et al,
2005; Soares, et al, 2007, Chyau, et al, 1992). De acuerdo con los resultados aqui
obtenidos, Unicamente el butanoato de etilo muestra un OAV que incrementa durante el
proceso de maduracion. Entonces esto sugiere que Unicamente este éster es responsable de

la nota frutal tipica en los diferentes estados de madurez.

Los compuestos furanicos tales como 4-hidroxi-2,5-dimetil-3(2H)-furanona, exhiben los
mayores OAV en el estado Il p. Estos compuestos se forman enziméaticamente a partir de
carbohidratos. La D-glucosa es metabolizada en D-fructosa-6-fosfato la cual ha sido
propuesta como el precursor natural de 4-hidroxi-2,5-dimetil-3(2H)-furanona y de 4-
metoxi-2,5-dimetil-3(2H)-furanona (Wein, et al, 2001).

El alcohol cinamilico es otro compuesto con actividad olfativa el cual incrementa su OAV
durante la maduracion de las dos variedades y se considera como el responsable de la nota
floral, miel. Un comportamiento diferente fue encontrado para acetato de cinamilo el cual
presentd un OAV menor a 1 en ambas variedades. Estos compuestos son generados a partir

de fenilalanina mediante desaminacion y reduccion (Fisher y Scott, 1997).

Otros compuestos con OAV menores a 1 durante todo el proceso de maduracion fueron
metional, 3-hidroxi-4,5-dimetil-2(5H)-furanona, trans-4,5-epoxi-(E)-2-decenal (variedad
blanca) indicando que su contribucion al aroma no es significativa. Con respecto al trans-
4,5-epoxi-(E)-2-decenal, responsable de la nota metélica, este fue mas importante en el
aroma de la variedad roja. Sin embargo se demostrd en los ensayos de omision que no se
detectan diferencias significativas en el perfil de aroma cuando este componente es

omitido.
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3.3.3 Consideraciones generales. La maduracion es la repercusion fisiologica de cambios
bioquimicos muy complejos e interrelacionados que ocurren en las frutas. La maduracion
es el ultimo estado de desarrollo de la fruta, el cual contempla el desarrollo de
caracteristicas organolépticas ideales tales como sabor, color y aroma, atractivas para
vectores responsables de dispersar las semillas en el ecosistema. En la guayaba el proceso
de maduracién es muy répido y las frutas llegan a la senescencia en poco tiempo,
resultando en la pérdida de cualidades sensoriales deseables. Comprender parte de la
quimica de la maduracién puede ayudar en el desarrollo de estrategias biologicas para el

manejo poscosecha.

Durante el proceso de maduracion de la guayaba se observa la formacion de diversos
compuestos, pero solo unos cuantos son responsables del aroma caracteristico. Se confirmo
que los compuestos (Z)-3-hexenal, butanoato de etilo, 4-hidroxi-2,5-dimetil-3(2H)-
furanona, 3-sulfanil-1-hexanol y acetato de 3-sulfanilhexilo son compuestos olfativamente
activos en los diferentes estados de maduracion estudiados de las dos variedades de

guayaba.

Entre ellos la presencia de (Z)-3-hexenal es la responsable por la caracteristica nota verde
del estado inicial, pero que se conserva durante el proceso de maduracién como una nota
importante para el aroma de la fruta. Las notas frutal y dulce desarrolladas con la madurez
de la fruta son debidas al butanoato de etilo y 4-hidroxi-2,5-dimetil-3(2H)-furanona

respectivamente.

De otra parte se observa una fuerte influencia de la maduracién en la generacion de los
compuestos azufrados: 3-sulfanil-1-hexanol y acetato de 3-sulfanilhexilo. Estos compuestos
son un claro indicio del estado de madurez de la fruta y pueden constituir un método para
caracterizar el estado de madurez de la fruta. Asi mismo estos compuestos pueden jugar un

papel importante en el control de las multiples plagas que afectan el cultivo de la guayaba.

En general la influencia del estado de madurez en la produccion de los compuestos activos

olfativamente en el aroma de la guayaba muestra que las dos variedades desarrollan
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compuestos volatiles comunes y que si bien es posible diferenciar los estados de
maduracion segln la composicion cuantitativa de estos compuestos, no es posible

diferenciar entre el aroma de las dos variedades.
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CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Mediante el desarrollo de este trabajo se establecio que en el aroma de la guayaba variedad
regional roja existen 48 compuestos activos olfativamente, entre los cuales 9 fueron
identificados por primera vez en el aroma de esta fruta. Con base en la cuantificacion
realizada por SIDA, los ensayos de recombinacion y omision, se establecié que los
compuestos impacto de esta variedad son: el butanoato de etilo responsable de la nota
frutal; hexanal y (Z)-3-hexenal responsables de la nota verde; metional responsable de la
nota papa; acetato de 3-sulfanilhexilo y 3-sulfanil-1-hexanol responsables de las notas
grapefruit y black-currant; 4-hidroxi-2,5-dimetil-3(2H)-furanona, responsable de la nota

dulce y acetato de cinamilo responsable de la nota floral.

Como parte de este trabajo, se realizd la sintesis estereoselectiva de los enantiémeros del
acetato de 3-sulfanilhexilo y del 3-sulfanil-1-hexanol y de los cuatro diasteroisomeros del
2-hidroxi-3-metilpentanoato de metilo. Aunque no se percibieron diferencias olfativas entre
los enantidbmeros ni entre los diasteroisomeros del hidroxiester, se establecidé que el valor
umbral de olor fue semejante para los isémeros de 3-sulfanil-1-hexanol y en tanto que el
valor umbral del acetato de (3S)-sulfanilhexilo fue 3 veces menor que el de su enantiémero,
y los (3S)-hidroxiésteres fueron méas potentes olfativamente. En la guayaba colombiana, la
distribucion enantiomérica del acetato de 3-sulfanilhexilo y del 3-sulfanil-1-hexanol en
guayaba fue cercana al racemato y en cuanto al 2-hidroxi-3-metil pentanoato de metilo solo
se detectaron los epimeros (2R, 3S) y (2S, 3S) en proporcion3:2.

Se comprobo que la formacién de los aldehidos Cg, hexanal, (Z)-3-hexenal y (E)-2-hexenal,
en guayaba depende del grado de disrupcion celular y del tiempo que dure este proceso. Se
sugiere que este fendmeno es provocado por la activacion de reacciones enzimaticas

relacionadas con la ruta de la lipoxigenasa.

El estudio del aroma de la guayaba colombiana variedad regional blanca, permitid
establecer que en su aroma existen 34 compuestos activos olfativamente, de los cuales solo

7 presentaron FD mayores o iguales a 32. La cuantificacion realizada por SIDA, los
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ensayos de recombinacién y de omision permitieron establecer que en el aroma de esta
variedad los compuestos impacto son: butanoato de etilo (frutal), (Z)-3-hexenal (verde),
acetato de 3-sulfanilhexilo, 3-sulfanil-1-hexanol (grapefruit) y 4-hidroxi-2,5-dimetil-3(2H)-
furanona (dulce-caramelo). El analisis AEDA comparativo permitié determinar que si bien
los compuestos activos olfativamente en el aroma de la variedad blanca son los mismos
determinados en la variedad roja, estos poseen FD menores comparados con los
determinados en la variedad roja. Desde el punto de vista olfativo, el aroma de las dos

variedades es indistinguible.

El seguimiento del aroma por HS-MEFS durante la maduracion in situ de guayaba
evidencid que los aldehidos Cg disminuyen durante este proceso, en tanto que los ésteres

acetato de hexilo y acetato de (Z)-3-hexenilo aumentan con la maduracion.

El seguimiento del aroma de la guayaba durante la maduracion poscosecha permitié
establecer que el butanoato de etilo (frutal), (Z)-3-hexenal (verde), acetato de 3-
sulfanilhexilo, 3-sulfanil-1-hexanol (grapefruit) y 4-hidroxi-2,5-dimetil-3(2H)-furanona
(dulce-caramelo) son componentes activos olfativamente durante este proceso y que su
aporte al aroma determina las caracteristicas olfativas de cada estado. El aporte olfativo de

estos compuestos en los diferentes estados de maduracion se presenta por primera vez.

Se recomienda evaluar la presencia de precursores cisteinilizados en el aroma de la guayaba

en diferentes estados de maduracion.
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ANEXO 1
EVALUACION SENSORIAL

A. Perfil olfativo

PERFIL OLFATIVO
GUAYABA REGIONAL ROJA O BLANCA

NOMBRE
FECHA

Califique de 0 a 3 la sensacion olfativa percibida para cada una de las notas indicadas.

FRUTAL

0 1 2 3
VERDE

0 1 2 3
DULCE

0 1 2 3
FRESCO

0 1 2 3
GRAPEFRUIT

0 1 2 3
FLORAL

0 1 2 3
METALICO

0 1 2 3
ESPECIADO
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B. Prueba triangular
PRUEBA TRIANGULAR
GUAYABA REGIONAL ROJA O BLANCA

NOMBRE
FECHA

En las soluciones presentadas hay dos soluciones producto de la recombinacion completa
del aroma de la guayaba (roja o blanca) y una en la cual se ha omitido un compuesto. En
cualquier caso que usted detecte una diferencia entre las soluciones presentadas por favor
marque con una X el numero de la solucién con percepcion olfativa diferente.

897 \ 480 \ 886

Gracias!
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