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Abstract-The biosynthesis of apple volatiles (alcohols and esters) was studied using disks of aged tissues. After 
adding each substrate, the volatiles formed were analysed and estimated by GLC and their qualitative and quantita- 
tive composition compared with those of the control. Alcohols were formed from aliphatic acids having either the 
same number of carbon atoms, or from higher homologues through /?-oxidation. Fatty acids with an even carbon 
number gave rise to butanol and hexanol, while odd carbon fatty acids generated propanol and pentanol. Esters were 
synthesized from the corresponding acid and alcohol and the yield was very high. Volatile profiles differed from one 
variety to another, yellow-skinned varieties producing chiefly acetic acid esters and the red-skinned mainly butyric 
acid esters. Provided the right substrates were given, all the esters were synthesized by the different tissues assayed, 
and the nature of the volatiles produced by each variety depends on the substrates present in the fruit. However, in 
Golden Deliciousapples, which have a low content of butyric esters, exogenous butyrate was rapidly and completely 
transformed into acetate. 

INTRODUCTION 

L’Cmission organique volatile des pommes est essentielle- 

ment formCe par un melange d’alcools et d’esters dont 
la plupart sont g nombre pair d’atomes de carbone. 
Les &tapes de la biosynthkse de ces produits ont iti: 
irtudikes k l’aide de disques de tissu de pommes main- 
tenus en survie dans un milieu tamponnt. Aprks addition 

de substrats k ce milieu une augmentation de la teneur 
en certains produits volatils peut dtre observke; ces 

constituants Ctant analysks par chromatographie en 
phase gazeuse g partir du milieu et du tissu. Les disques 
de tissus utilises sont prClevCs dans le parenchyme ou 
dans la pelure du fruit et correspondent alors g 1’Cpiderme 
accompagnt de qyelques assises sous-tpidermiques. 
Les essais ont CtC faits avec plusieurs vari&Cs de pommes 
(Calville, Golden Delicious, Richared, Starking) et leurs 
comportements ont CtC cornpar&. 

RESULTATS 

Evolution des produits volatils pendant la survie des tissus 

Les prkparations ne sont jamais maintenues en survie 
pendant plus de 24 hr et l’aspect des tissus reste sain. 
L’intensitC respiratoire (I.R.) apr&s une augmentation 
pendant les trois premikres heures, due g l’effet de 
blessure, redescend et reste constant (l&15 pl d’0, 
consomm&/g/hr par du parenchyme de pomme Calville) 
tandis que le quotient respiratoire QR se stabilise 
(1,5 pour des fruits proches du maximum climact&ique). 
Les teneurs respectives en produits volatils du milieu 
et du tissu de prkparations tCmoins (sans substrats) 
Cvoluent vers un Cquilibre qui est atteint au bout de 
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Fig. 1. Evolution de la teneur en alcools du tissu et du milieu 
de la prkparation pendant 24 hr de survie de disques de paren- 
thyme de pomme Calville: E, tthanol; B, butanol: H, hexanol. 
La teneur en alcool est exprimte par la surface du pit du chrom- 
atogramme. Le milieu est un tampon phosphate 0,32M, 
pH 5,s contenant du chloramphenicol (0,5 x 10m4g/ml); il 
correspond A une prkparation tCmoin et n’a pas kt& additionnk 

de substrats. 
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2-3 hr par dissolution dans le milieu des produits 
contenus et synthttises dans le tissu (Figs. 1 et 2). Ensuite 
ces teneurs restent stables dans le cas des alcools 
(sauf celle de l’tthanol qui augmente legerement) mais 
elles ont tendance a decroitre dans le cas des esters 
particulierement de I’acttate de butyle sans doute a 
la suite d’hydrolyse par les cellules mortes et les enzymes 
lib&+ par les tissus Ieses. 

BiosynthPse des alcools ci partir des acides gras 

La biosynthese de chaque alcool est observee en 
additionnant au milieu l’acide gras d mCme nombre 
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Fig. 2. Evolution de la teneur en quelques esters du tissu et du 
milieu de la preparation pendant 24 hr de survie de disques 
de parenchyme de pomme Calville. Esters: aB, acetate de 
butyle; bB, butyrate de butyle; aIP, acetate d’isopentyle (m&me 

preparation que la Fig. 1). 

d’atomes de carbone (sous forme de se1 de Na), la 
teneur de la preparation en cet alcool augmente alors 
par rapport a la preparation temoin (Tableau 1). L’aug- 
mentation est tres importante dans le cas du propanol 
dont la teneur est tres faible dans la preparation temoin. 
Elle est nette pour le butanol et I’hexanol B partir 
respectivement de butyrate et de caproate mais l’aug- 
mentation de butanol a partir de caproate temoigne 
de la transformation des acides gras par P-oxidation. 
Une augmentation d’ethanol peut aussi &tre observee 
a partir da&ate mais elle est faible (parenchyme 30%, 
epiderme 45 ‘A) ce constituant peut avoir d’autres voies 
de biosynthese et la teneur de la preparation temoin 
est relativement Clevee. 

par ex. C,,, undecanoate de Na, entraine la synthtse 
d’alcools a nombre impair d’atomes de carbone. pro- 
panol et pentanol. Les chiffres tres eleves obtenus pour 
le pentanol sont dGs, outre une synthese importante, 
a la tres faible teneur de la preparation temoin en cet 
alcool (pie trop petit pour 2tre mesure avec precision). 

Pour chaque acide il existe une concentration optimale 
de substrats au-de18 de laquelle la biosynthese d’alcool 
diminue, et des concentrations encore plus Clevees 
produisent des alterations dans la preparation, brunisse- 
ment des tissus et formation d’ac&rldehvde. Cette 
concentration optimale de substrat est variable pour 
chaque acide et diminue lorsque la chaine carbonee 
de l’acide s’allonge: dun ordre de grandeur de lo- ’ M 
pour le butyrate C,, elle passe a 1 O- 6 M pour le caproate 
C,, puis a 3 x lo-’ M ou 2 x 1O-7 M pour les termes 
suptrieurs. 

L”utilisation comme substrats d’acides gras a nombre La cinetique de la formation de butanol et d’hexanol 
superieur d’atomes de carbone est possible et l’augmenta- a partir des differents acides gras a ete suivie en mesurant 
tion est importante pour les chaines moyennes C,. C,, l’evolution de la teneur en alcools du milieu. Chaque 
puis diminue pour C,, et devient pratiquement nulle courbe observee est la resultante des phenomenes 
pour C,, (Tableau 1). Mais pour ces acides, mCme sous de dissolution de l’alcool contenu 8 l’origine dans le 
forme de sels, la solubilite dam l’eau et dans le milieu est tissu et des phenomtnes de biosynthbe. A titre d’exemple 
tres faible. La formation d’hexanol est encore nette avec ces courbes sont donnees dans le cas de caproate (C,) 
les acides insatures Crs:, et surtout C, 8.2. La fourniture comme substrat (Fig. 3). Une estimation dc I’kolutron 
d’acides gras a nombre impair d’atomes de carbone de la biosynthese seule est faite par le calcul de la 

Tableau 1. Formation des alcools a partir des acides gras 

Propanol Butanol Pentanol Hexanol 

Acides gras 
pairs 

Cd 

G 

C 10 

C 12 

C 14 

C 16 

C I8 

Cl&?:, 

C,,:, 

Acides gras 
impairs 

C, 
P 
E 

C,, 
P 
E 

P 113 P 
E 613 E 

P 230 P 
E 161 E 

P 126 P 
E 93 F 

P 134 P 
E 87 E 

P 34 P 
E 60 E 

P 1s P 
E 3 E 

P 8 F’ 
E 8 E 

P 2 P 
E 4 E 

P 16 P 
E 7 E 

P 18 P 
1 4 E 

1200 P - 
1090 E ~~~ 

320 P 205.000 
230 E 50.600 

- 

525 
142 

461 
56 

456 
87 

246 
52 

58 
17 

_: 

16 

9 
14 

30 
I5 

113 
21 

Augmentation de la teneur en alcool exprimk en pour- 
centage par rapport a la preparation tcmoin (le chiffre indique 
la moyenne des teneurs du milieu et du tissu). Preparation de 
tissu de pomme Calville, parenchyme P ou epiderme E, main- 
tenue en survie pendant 24 hr dam un milieu tampon phosphate. 
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Fig. 3. Cinetique de la formation de butanol et d’hexanol B 
partir de caproate (C,). Evolution de la teneur en alcools du 
milieu exprimke par la surface du pit du chromatogramme et 
cornparke A celle d’une pkparation tkmoin. MSme milieu que 
pour la Fig. 1 additionnk de caproate de Na (10s6 M) comme 

substrat. 

difference entre la courbe obtenue en presence de sub- 
strat et la courbe ttmoin. Ces nouvelles courbes, tracees 
pour les premiers acides de la serie, sont sensiblement 
lineaires (Fig. 4). Les premiers points (3 premieres hr) 
sont fortement entaches d’erreur tandis que le dernier 
(24 hr de survie) peut Cventuellement accuser une baisse 
de l’activite de la preparation. La pente de ces droites 
diminue lorsque la chaine de l’acide gras s’allonge et la 
difference entre la formation de butanol et celle d’hexanol 
s’attenue puis s’annule. 

Biosynthbe des esters 

Une synthtse importante de chaque ester est observee 
en ajoutant au milieu de la preparation l’acide (sous 
forme de se1 de Na) et l’alcool correspondant; plusieurs 
esters ont tte ainsi synthttises et tous les essais ont 
CtC positifs (Tableau 2). Les augmentations de teneur 
enregistrees sont toujours importantes et d’autant plus 
elevees que la teneur de la preparation temoin et celle 
du fruit sont plus faibles; elles varient aussi en fonction 
du stade de maturite du fruit. Elles dependent encore de 
la concentration en substrats en particulier d’une 
concentration molaire tgale de l’acide et de l’alcool. 
On peut aussi remarquer que les nombres observes, 
trts eleves, traduisant une biosynthese importante, 
sont peut-etre dtis a une deviation du metabolisme 
provoquee par un excbs de substrat. 

La seule fourniture d’acide gras comme substrat 
provoque, outre la synthese d’alcools, celle d’esters par 
combinaison des nouveaux acides provenant des fi- 
oxydations, des alcools form& et de l’ethanol toujours 
present dans la preparation. Les valeurs sont alors 
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Fig. 4. Cinetique de la biosynthese de butanol B et d’hexanol 
H a partir d’acides gras (C,, C,, C,, C,,). Courbes obtenues 
par difference entre les courbes observees avec chaque acide 

et la courbe tcmoin (difference des ordonnees). 

moins irlevees et montrent que la synthtse des esters 
est limit&e par celle des substrats (alcools et nouveaux 
acides). 

La cinttique de la synthese dun ester par du paren- 
thyme de pomme Ii partir de ses substrats a ete suivie 
en mesurant l’evolution de la teneur en ester du milieu. 

Tableau 2. Formation de quelques esters par du parenchyme 
de pomme Calville 

Substrats acide 
Alcools 

Acetate Butyrate 

Ethanol 

Butanol 

Hexanol 

Isopentanol 

Acetate d’ethyle Butyrate d’ethyle 
3940 6966 

A&ate de butyle Butyrate de butyle 
5646 3207 

Acetate d’hexyle 
4852 

Acetatemd’isopentyle 
2630 

Augmentation de la teneur en ester exprimke en pourcentage 
par rapport a la preparation temoin apres 24 hr de survie. Le 
chiffre indique la moyenne des teneurs du milieu et du tissu 
de plusieurs essais. 



1168 N. M. M. PAILLARD 

2000- .------A 
.u 
cl 

// 

G 
ISOO- 

A essal 

E I a IOOO- A 
x tboln 

‘iI 

2 I 
5OO-~-%. 

X--S 
f ‘x---------______J 

02 4 ’ ’ 2 2 r; 6 8 10 20 24 

Temps en heures 

Fig. 5. CinCtique de la formation d’acktate de butyle par des 
disques de parenchyme de pomme Calville en survie, a partir 
de butanol (1 x 10-“M) et d’acktate de Na (5 x lO_‘M) en 
solution dans le milieu tampon phosphate. Evolution de la 
teneur en ester du milieu exprimt-e par la surface du pit sur le 
chromatogramme et camparke & celle d’une prhparation ti-moin. 

La courbe observke (Fig. 5), qui marque un Echissemcnt 
trts sensible au bout de 24 hr, est la rCsultante de plusi- 
eurs phCnom&nes: la dissolution dans Ie milieu de I’ester 
contenu dans le tissu, la biosynthkse de l’ester et l’hydro- 
lyse de l’ester par les debris cellulaires et les cellules 
mortes contenues dans la prkparation. Ce phknomtne 
d’hydrolyse peut &tre dCmontrC par l’addition dans le 
milieu de tissu broyC. La synthese d’ester qui est rapide 
et intense en presence de cellules entikres et de tissus 
sains se transforme en hydrolyse rapide par des cellules 
l&&es ou des extraits enzymatiques plus ou moins 
purifiQ (Fig. 6). 
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Fig. 6. Cinktique de I’hydrolyse d’acktate de butyle en solution 
par une prkparation enzymatique de pomme Calville, comparai- 
son avec celle d’une pkparation timoin d-enzyme bouilli. 
Teneur en a&ate de butyle (aB) et en butanol (B) exprimke 
par la surface du pit sur le chromatogramme. Prkparation 
enzymatique obtenue aprBs extraction de tissu lyophilisk par 
un milieu tampon phosphate pH 6,6, centrifugation. prkcipi- 
tation des protbnes du surnageant par Ie sulfate d’ammonium 

et reprise dans le tampon pH 6.6. 

La synthhse d’un ester A partir de ses substrats est 
accompagn&e de celle d’autres esters par combinaison 
de l’acide fourni, de nouveaux acides provenant de p- 
oxydations Cventueltes et des alcools form&s A partir des 
acides. Paralltilement & ces synthises une diminution de 
la teneur d’autres esters peut ttre observee. Par exemple 
la synthkse de butyrate d’bthyle (a partir de butyrate 
et d’Cthano1) est accompagnCe de celle de butanol, de 
butyrate de butyle, d’acktate d’kthyle, mais la teneur en 
a&tate de butyle de l’essai diminue par rapport & une 
prkparation tt:moin. Une synthkse simultanke de deux 
esters (Tableau 3), a&ate de butyle et butyrate d’iithyle, 
par du parenchyme de pomme Calville ;i partir de tous 
les substrats (a&ate, butyrate, Cthanol, butanol) montre 
que dans ce cas la formation de butyrate d’Cthyle est 
aussi importante, tandis que celle d’acCtate de butyle 
est fortement diminuCe par rapport & la svnthkse skparke 
de chaque ester. Un certain antagomsme entre ces 
synthtises semble done accompagner une formation 
prCfirentielle de butyrate d’Pthyle en prCsence de ses 
substrats. 

Diff&ence de biosynthtise des esters suivant les variPtPs 

Dans l’t3mission volatile de pomme les proportions 
d’esters sont diffkrentes suivant les variSs [l] en par- 
ticulier celle de la variCtC Calville blanc est form&e 
essentiellement d’esters acktiques (en particulier a&ate 
de butyle) tandis que celle des vari&s rouges Richared 
et Starking est plus riche en esters butyriques et butyratc 

Tableau 3. Comparaison de la formation s?parse ou Gmultank 
d’acitate de butyle et de butyrate d’Cthyle par dew. variCtik 
Biosynthk parallkle d’acitatc d’ethyle et de butyrate de butyle 
-___- 

Formation 
Formation skparie cimultanL;e 

__- -I___ 

Substrats Ethanol Butanol 
Butyrate Ac;tate 

Calville Butyrate 
d’ethyie 

8270 
Acetate de 

butyle 
1911 

A&ate 
d’kthyle 

3940 

Richared Butyrate 
d’ithyle 

6278 
A&ate de 

butyle 
2850 

Acetate 
d’kthyle 

538 

Ethanol, 
Butanol 
A&ate, 
Butvrate 
Butirate 
d‘Cthyle 

7883 
A&ate de 

butyle 
680 

Acetate 
d’cthyle 

5055 
Butyratc de 

butylc 
1223 

Butyrate 
d’c:l hylc 

956 1 
Acetatc de 

butyle 
1087 

Acetate 
d’L;thyle 

902 
Butyrate.de 

butyle 
‘35 

- 
Augmentation de la teneur en ester exprimke en pourcentage 

par rapport a la prkparation tCmoin aprks 24 hr de survie. Le 
chiffre indique la moyenne des teneurs du milieu et du tissu 
de plusieurs essais. 
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d’bthyle. L’apport de substrats permet a chaque varittt 
de synthetiser en forte quantite l’ester qu’elle produit 
naturellement en faible proportion (butyrate d’ethyle 
pour la Calville et acetate de butyle pour la Richared 
(Tableau 3). La synthtse simultanee des deux esters, 
acetate de butyle et butyrate d’ethyle, en presence 
des quatres substrats montre le mdme phenomene 
avec les deux varietes, une diminution de la formation 
da&ate de butyle. Parallelement la synthese de butyrate 
de butyle est observte ainsi que celle da&ate d’ethyle. 
Lors de la formation de butyrate d’ethyle a partir de 
butyrate et d’ethanol celle de butanol est aussi observee 
sensiblement &gale chez les deux varietes, ainsi qu’une 
synthbse da&ate d’ethyle, trts forte avec du paren- 
thyme de Calville blanc et moindre avec du parenchyme 
de Richared. La transformation du butyrate en acetate 
semble done plus rapide avec la premiere variete. 

Cette /I-oxydation du butyrate en acetate a Cte suivie 
chez plusieurs varietes a differents stades de maturite en 
enregistrant en m&me temps la cinetique de la synthtse 
de butyrate d’ethyle a partir de ses substrats (butyrate 
et ethanol) et celle da&ate d’ethyle qui l’accompagne. 
C’est au stade preclimacttrique que le phenomene est 
le plus marquant car la production des esters est prati- 
quement nulle dans les preparations temoins. La fourni- 
ture des substrats (butyrate et ethanol) provoque alors 
la synthese des esters (Fig. 7): celle da&ate d’ethyle 
chez toutes les varietts, celle du butyrate d’ethyle qui 
est importante avec les varietes rouges Starking et 
Richared, diminue avec la Calville blanc et devient 
pratiquement nulle pour la Golden Delicious tandis que 
celle d’acetate d’ethyle est alors trbs forte (cette variett 
transforme entierement le butyrate en acetate). 
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Fig. 7. Cinttique de la biosynthtse de butyrate d’ethyle (bE) 
et d’aciitate d’ethyle (aE) g partir d’iithanol et de butyrate de 
Na par des disques de parenchyme de quatre varietes de 

pommes au stade prtclimacterique. 

11 semble done que les differences de composition en 
esters (en particulier acetiques et butyriques) de l’emis- 
sion volatile des differentes varietes dependent de la 
presence des acides en tant que substrats et de la vitesse 
de leur transformation. 

DISCUSSION 

La biosynthtse des constituants volatils de la pomme 
est lice au metabolisme lipidique et depend de la presence 
des acides gras comme substrats. Outre la possibilite de 
transformation des acides a longue chaine par /I-oxyda- 
tion, les acides a chaines courte et moyenne sont presents 
dans les tissus de pomme, [Z] le parenchyme [3-53 et 
surtout la pelure qui contient des acides en C,,, C,,, C,, 
B l’etat libre ou es&if% [6, 71. La presence des acides 
impairs seulement a l’etat de traces peut expliquer la 
teneur en faibles proportions des alcools a nombre 
impair d’atomes de carbone, propanol et pentanol. La 
formation de produits volatils marques a Bti: mise en 
evidence chez la banane [S-lo] a partir d’acides gras “C 
mais un marquage important est alors limite aux elements 
a mCme nombre d’atomes de carbone. 

Les etapes de la biosynthese peuvent &tre precisees 
grace a certaines comparaisons. La reduction en alcools 
correspondants des acides gras a longue chaine (C,, i 
C,,) a CtC mise en evidence in oioo chez la bacterie 
E. coli avec la formation de l’aldehyde intermediaire, 
in vitro l’alcool a Cte forme a partir de cet aldehyde avec 
des extraits enzymatiques en presence de NADH [ll]. 
La reduction d’acides gras en alcools a aussi CtC faite 
avec des preparations enzymatiques d’Euglena gracilis 
Ctiolees en presence d’ATP, CoA et NADH avec forma- 
tion des aldehydes intermediaires [12, 131. Les deux 
systtmes enzymatiques, acyl CoA rtductase et aldehyde 
reductase ont ttC reconnus dans les jeunes feuilles de 
broccoli (Brassica oleracea). La comparaison de l’acti- 
vite de Palcool-dehydrogenase extraite de 17 tissus 
differents montre pour plusieurs fruits, dont la pomme, 
des activites importantes avec NADH et surtout 
NADPH comme cofacteur [ 151. L’alcool dehydrogenase 
preparee a partir de tomate [16] admet comme sub- 
strats des alcools (ethanol a hexanol) ou des aldehydes 
saturees (acttaldehyde, n-butanal) et insaturee (cis- 
hex&e-2-al). Bien que la formation d’aldehyde inter- 
mtdiaire semble done certaine lors de la reduction des 
acides gras en alcools, les chromatogrammes des pro- 
duits volatils de nos preparations ne presentent pas ces 
constituants. Mais il est possible qu’ils apparaissent ma1 
dans nos conditions d’analyse ou qu’ils ne soient pas a 
T&at libre. 

La formation d’esters a Cte observee lors de la fourni- 
ture de produits marques a des tranches de banane: a 
partir d’acides gras 14C tel que l’acide caprolque 14C, 
la formation da&ate et de caproate d’hexyle suit celle 
dhexanol [17], la synthese d’alcool isoamylique a 
partir d’acides amines (leucine r4C) est accompagnee 
de celle da&ate d’isoamyle en proportions moindres 
[18]. Au tours des experiences de reduction en alcools 
des acides gras a longue chaine (l’acide myristique t4C 
par exemple) Kolattukudy [12, 131 a observe l’esterifi- 
cation de l’alcool forme par l’acide fourni et avec des 
preparations enzymatiques d’Euglena gracilis la reac- 
tion se fait en presence d’ATP et de CoA indiquant qu’elle 
necessite l’acide gras active. Des esterases peuvent etre 
impliquees dans cette reaction d’esterification et leur 
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