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RESUMEN

Durante el estudio de los compuestos acti-
vos olfativamente en el aroma de la uchu-
va (Physalis peruviana L.) se identifica-
ron los compuestos volatiles, obtenidos
por 3 técnicas, extraccion liquido-liquido
con pentano-diclorometano (1:1) (LL),
Solvent-Assisted ~ Flavor  Evaporation
(SAFE) y Headspace-Microextraccion
en fase sdlida (HS-MEFS), y se encontra-
ron diferencias en la calidad del aroma de
los extractos mediante el analisis olfato-
métrico. La técnica SAFE permiti6 obte-
ner un extracto con un aroma muy seme-
jante al de la fruta fresca. Los compuestos
que presentaron los valores més altos de
factor de dilucién de aroma (FD) fueron:
hexanal, 3-hidroxi-2-butanona, 2-metil-
propanol, 2-hidroxibutanoato de etilo,
octanoato de etilo y 3-hidroxibutanoato
de butilo. En el extracto LL se detectaron
algunos compuestos sin actividad olfativa
en la fruta; en contraste, mediante la téc-

nica de HS-MEFS no fue posible detectar
todos los compuestos activos olfativa-
mente, principalmente los de mayor pola-
ridad. Estos resultados muestran la utili-
dad del nuevo enfoque de andlisis en
quimica de aromas, el cual le da mas rele-
vancia al anilisis olfativo en estos estu-
dios.

Palabras clave: Physalis peruviana,
uchuva, aroma, volatiles activos olfativa-
mente, SAFE, CG-olfatometria.

ABSTRACT

During the study of odor-active active
compounds in the aroma of cape goose-
berry (Physalis peruviana L.), volatile
compounds obtained by three techni-
ques-liquid liquid extraction with penta-
ne-dichloromethane (1:1) (LL), Solvent-
Assisted Flavor Evaporation (SAFE) and
Headspace-Solid Phase Microextraction
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(HS-SPME) were identified. Differences
in the aroma quality of the extracts were
found by olfactometric analyses. The
SAFE technique allowed obtaining an ex-
tract with similar aroma to the fresh fruit.
The compounds with highest Flavor Dilu-
tion factor (FD) value were hexanal,
3-hydroxy-2-butanone, 2-methylpropa-
nol, ethyl 2-hydroxybutanoate, ethyl oc-
tanoate, and butyl 3-hydroxybutanoate.
Some compounds without olfactive acti-
vity in the fruit aroma were detected in the
LL extract; in contrast, it was not possible
to detect all of the odor-active volatiles by
using HS-SPME technique, especially
those of the most polarity. These results
show the utility in using the new approach
of flavor chemistry analysis, which gives
more relevance to the odor analysis
during these studies.

Key words: Physalis peruviana, cape
gooseberry, flavor, odor-active volatile
compounds, SAFE, CG-olfactometry.

RESUMO

Durante o estudo de compostos olfativos
ativos no aroma de uchuva (Physalis peru-
viana L.), foram identificados os compos-
tos volateis obtidos por trés técnicas: ex-
tragdo liquido-liquido com pentano-
diclorometano (1:1) (LL), Solvent-Assis-
ted Flavor Evaporation (SAFE) e Heads-
pace-Microextragdo em Fase Solida (HS-
MEEFS). Também se acharam diferencas
na qualidade do aroma dos extratos por
meio de analise de olfatometria. A técnica
SAFE permitiu a obtencio de um extrato
com um aroma semelhante a fruta fresca.
Os compostos que apresentaram 0s maio-
res valores de fator de dilui¢cao de aroma
(FD) foram: hexanal, 3-hidroxi-2-butano-
na, 2 metilpropanol, octanoato de etilo e
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3-hidroxibutanoato de butilo. No extracto
LL foram detectados alguns compostos
sem atividade olfativa no fruto; em con-
trapartida, pela técnica de HS-MEFS nao
foi possivel detectar todos os compostos
ativos olfativamente, principalmente os
de maior polaridade. Estes resultados
mostram a utilidade do uso de uma nova
abordagem para a analise de quimica do
aroma, que d4 mais importancia 4 anélise
olfativa em estes estudos.

Palavras-chave: Physalis peruviana,
uchuva, aroma, compostos volateis ati-
vos olfativamente, SAFE, CG-Olfato-
metria.

INTRODUCCION

Lauchuva (Physalis peruviana L.) es una
especie frutal originaria de los Andes su-
ramericanos perteneciente a la familia
Solanaceae. Se caracteriza porque sus
frutos se encuentran encerrados dentro
de un caliz o capacho. El fruto conocido
como uvilla, goldenberry o cape gose-
berry, se consume fresco o se utiliza para
hacer mermeladas, jugos, dulces, salsas
y conservas. Es una excelente fuente de
provitamina A (3.000 UI de -caroteno
por 100 g), vitamina C (20 mg/100 g fru-
ta) y vitaminas del complejo B como tia-
mina (0,01 mg/100g), riboflavina (0,17
mg/100g) y niacina (0,80 mg/100g) (1).
Entre las propiedades medicinales que se
le han atribuido (2), han sido comproba-
das mediante estudios cientificos, la acti-
vidad antioxicante (3), antiinflamatoria
(4) y anticancer (5).

La uchuva tiene importancia econé-
mica para Colombia al ocupar el tercer
renglén en las exportaciones de frutales
después del banano y el platano con una
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alta demanda en el mercado europeo. El
valor de las exportaciones de uchuva cre-
ci6 cerca de 9% anual promedio entre
1995 y 2000, hasta alcanzar los 5 millo-
nes de dolares en 1999. En el 2006, Co-
lombia export6 un poco mas de US$ 16,6
millones en uchuva (equivalentes al 59%
de las exportaciones de frutales, exclu-
yendo banano y platano), de los cuales
casi el 95% correspondi6 a la Unién Eu-
ropea. El principal destino de las exporta-
ciones de uchuva fresca es Holanda con
36% de la produccién, seguido por Ale-
mania (29%), Bélgica (20%), Suecia
(6%), Reino Unido (3%), Canada y Esta-
dos Unidos (4%) y Francia (3%) (6). Es
asi como el mercado internacional de esta
fruta se provee de dos oferentes principa-
les, Colombia y Sudafrica (7), siendo
nuestro pais el lider en este mercado. El
fruto seco endulzado ha sido incluido re-
cientemente en el mercado de los Estados
Unidos, ya que muestra uno de los niveles
maés altos de fibra dietaria (1,1 g/100 gra-
mos) (7), en comparacion con otras frutas
mas familiares como ciruelas pasas, alba-
ricoques, higos o uvas pasas y, por tanto,
es considerado como una “superfruta de
alta fibra” (8).

Esta fruta tiene un unico sabor dulce-
acido que es agradable por si solo 0 mez-
clado con otras frutas secas y nueces. A
pesar de su importancia econdmica y sus
excelentes propiedades sensoriales, son
pocos los estudios que se han realizado
sobre el aroma de esta fruta. Berger, Dra-
wert y Kollmannsberger (9) caracteriza-
ron los componentes volatiles de uchuva
cultivada en Alemania, identificando un
nimero significativo de ésteres alifaticos,
aromaticos e hidroxiésteres. Posterio-
mente, Mayorga et al. estudiaron los
compuestos volatiles de la uchuva culti-

vada en Colombia, y encontraron que sus
compuestos mayoritarios eran butanol,
(E)-2-hexenal, butanoato de etilo, alcohol
bencilico, 2-metil-1-butanol y hexanol
(10). Adicionalmente, realizaron estudios
de generacion de aroma a partir de precur-
sores glicosidicos, logrando identificar tres
disacaridos de hidroxiésteres: el 3-O-3-D-
glucopiranosil-(1—6)- 5-D- glucopirandsi-
do del 3-hidroxioctanoato de etilo y los
diasteroisomeros 3-O-a-L-arabinopirano-
sil-(1—6)- 3-D-glucopiranésidos de (3R) y
(35)-3-hidroxibutanoato de butilo, asi como
el 1-O-a-L-arabinopiranosil-(1—6)-3-D-
glucopiranésido de p-menten-4(8)-en-1,2-
diol (10-12).

Los estudios realizados en quimica de
aromas durante la Gltima década, han de-
mostrado que solo un niimero muy limita-
do de los volétiles son los responsables
del aroma caracteristico de frutas y otros
alimentos, los cuales se conocen con el
nombre de compuestos impacto o key aro-
ma compounds. ldentificar estos com-
puestos, implica realizar experimentos de
cromatografia de gases-acoplada a olfato-
metria (CG-0) sobre los extractos de vo-
latiles, para detectar aquellos que tienen
actividad olfativa (odor-active volatiles),
y que algunas veces estan en muy baja
proporcién para ser detectados por méto-
dos instrumentales. Estos analisis requie-
ren una metodologia sistematica y organi-
zada, la cual ha sido desarrollada en las
dos tltimas décadas por Schieberle (13),
y consiste de los siguientes pasos basicos:
separacion de los componentes volatiles
usando un método de extraccion suave
como la extraccion con solventes en frio y
posterior destilacion SAFE (14); analisis
por cromatografia de gases acoplada a ol-
fatometria del extracto de aroma y de un
conjunto de diluciones sucesivas de dicho
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extracto para establecer el aporte indivi-
dual de los componentes al aroma total,
método que se conoce con el nombre de
Aroma  Extract  Dilution  Analysis
(AEDA) (15); identificacién de los com-
ponentes activos olfativamente por com-
paracion de su descripcion sensorial, um-
bral de olor, indice de retencién y
espectro de masas con sustancias de refe-
rencia; cuantificacién de los componentes
usando el método denominado Stable Iso-
topic Dilution Analysis (SIDA); y, final-
mente, la realizacion de experimentos de
recombinacion basados en datos cuantita-
tivos para determinar cuéles son los com-
ponentes impacto del aroma.

Teniendo en cuenta la importancia
econdmica de la uchuva en nuestro pais,
se desarrolld el presente trabajo con el ob-
jeto de identificar los compuestos activos
olfativamente en uchuva, mediante el uso
del nuevo enfoque de anilisis en quimica
de aromas, y comparar estos resultados
con los obtenidos por las técnicas usuales
de obtencién de compuestos volatiles.

MATERIALES Y METODOS

Material vegetal

Las frutas de uchuva en estado de madu-
rez de consumo, se adquirieron en los
mercados locales de Bogot4. El material
se seleccion6 de acuerdo con los siguien-
tes parametros: peso promedio entre 5 a 6
g, pH entre 3,6 y 3,8, contenido de s6li-
dos solubles cercano a 15 °Brix (16) y co-
lor acorde con un grado de madurez 4 se-
gun la carta de color de la Norma Técnica
Colombiana (17).
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Obtencion de los extractos
de compuestos volatiles

Se aplicaron tres metodologias de extrac-
cion de volatiles: extraccion continua LL,
extraccion SAFE y HS-MEFS. El proce-
dimiento utilizado en cada una de estas se
describe a continuacion.

El extracto LL se obtuvo a partir de
300 g de fruta fresca, la cual se homoge-
nizé6 con un mezclador automatico y se
centrifugd a 7.970 g por 45 minutos a 5
°C. El sobrenadante se sometid a extrac-
cion continua liquido-liquido con 200 mL
de una mezcla de pentano-diclorometano
en relacion 1:1 por 24 horas. La fase or-
génica se secd sobre sulfato de sodio an-
hidro y se concentrd en columna Vigreux
hasta un volumen de 0,2 mL.

El extracto SAFE se obtuvo a partir de
240 g de fruta fresca, la cual se homoge-
nizé en un mezclador automatico y se le
adicion6 250 g de Na,SO, anhidro con el
fin de disminuir la cantidad de agua. Este
homogenizado fue extraido con 400 mL
de diclorometano, para luego someterse a
extraccion en el equipo SAFE (14) duran-
te 1 hora. El extracto organico se seco so-
bre sulfato de sodio anhidro y se concen-
tr6 en columna Vigreux hasta un volumen
de 0,2 mL.

Para la técnica de HS-MEFS (18) se
colocaron 30 g de fruta fresca en un vial
de 100 mL, el cual se sell6 con un septum
y se coloco en un termostato a 37 °C du-
rante 45 minutos para lograr el equilibrio.
La fibra (DVB/CAR/PDMS 50/30 xm)
se expuso al espacio de cabeza del reci-
piente que contenia la muestra durante 30
minutos, y luego se realizé la desorcién
en el puerto de inyeccion del cromatdgra-
fo por 5 minutos.
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Analisis cromatograficos

Los extractos de volatiles fueron analiza-
dos por cromatografia de gases de alta re-
solucién con detector de ionizacion de lla-
ma. Estos andlisis se realizaron en un
cromatografo Hewlett Packard 5890 serie
II equipado con una columna FFAP (30 m
x 0,25 mm x 0,32 um). La temperatura
del horno se program¢ asi: 40 °C durante
2 min, luego se calenté a 6 °C/min hasta
190 °C, y posteriormente a 12 °C/min
hasta 240 °C, temperatura en la cual se
mantuvo por 10 min. La temperatura del
inyector y del detector fue 220 °C, se uso
helio como gas de arrastre a 1,5 mL/min.
La inyeccion se realiz6 en modo split
(1:10) para los extractos LL y SAFE, y en
modo splitless para el extracto obtenido
por HS-MEFS. Los extractos de volatiles
también se analizaron en columna RTX-5
(30 m x 0,25 mm x 0,25 um), con el si-
guiente programa de temperatura: 50 °C
durante 4 min. y luego se increment6 la
temperatura hasta 300 °C a4 °C/min. La
temperatura del inyector y del detector
fue 300 °C, se us6 helio como gas de
arrastre a 1 mL/min. Los analisis por
CGAR-EM se realizaron en un cromatd-
grafo de gases Shimadzu GC17A acopla-
do a un detector selectivo de masas
QP5050, utilizando el software Class5K.
Los iones se monitorearon en el rango
m/z 30-350 u, utilizando el mismo pro-
grama que en CGAR con columna FFAP.

El extracto SAFE fue analizado CG-O
con el fin de establecer cudles eran las zo-
nas activas del aroma. Para tal fin, se pre-
pararon ocho diluciones seriadas (de 1:1 a
1:128) del extracto SAFE y se determind
la contribucion de cada uno de los com-
puestos volatiles del aroma de la uchuva
mediante el parametro denominado factor

de dilucién de aroma (15). La técnica de
CGAR-O se realiz6 en un cromatégrafo
de gases Hewlett Packard 5890 serie II
equipado con FID, el cual se acopld a un
olfatdbmetro (con divisor de flujo HP
0SS-2) en el cual aproximadamente el
50% del efluente de la columna se hizo
llegar al punto de olfaccion después de ser
mezclado con aire hiimedo. La tempera-
tura de la interfase fue de 60 °Cy se utili-
z6 una columna FFAP en las condiciones
expuestas anteriormente. Cada uno de los
compuestos volatiles emergentes del cro-
matégrafo fue evaluado sensorialmente
(descripcion de la nota olfativa) por du-
plicado, con ayuda de un panel entrenado
en estos procedimientos, y conformado
por tres panelistas que se rotaban cada 10
minutos durante la corrida.

En todos los casos se calcularon los in-
dices de retencién basados en los tiempos
de retencién de una mezcla de parafinas
patrén. La identificacion de los compues-
tos volatiles se realiz6 por comparacién
con muestras auténticas de los indices de
retencion, espectro de masas y propieda-
des olfativas en CGAR-O.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los extractos de volatiles del fruto de
Physalis peruviana obtenidos por los tres
métodos de extraccion se sometieron a un
analisis sensorial descriptivo realizado
por panelistas entrenados, con el cual se
establecio que el extracto SAFE era el
que mostraba un aroma mas similar al de
la fruta fresca al comparar las notas olfa-
tivas frutal, acida, dulce, floral, verde y
grasosa, caracteristicas de la uchuva
(10). En contraste, el extracto LL presen-
t6 un fuerte olor dulce con nota de cara-
melo.
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La aplicacion del analisis AEDA al ex-
tracto SAFE mostr6 diferencias en la con-
tribucién de cada uno de los compuestos
volatiles al aroma de la uchuva. Los com-
puestos que presentaron los mas altos fac-
tores de dilucion de aroma (mayor contri-
bucién al aroma total de la fruta) fueron:
hexanal, 3-hidroxi-2-butanona, 2-metil-
propanol, 2-hidroxibutanoato de etilo,
octanoato de etilo y 3-hidroxibutaoato de
butilo (Tabla 1).

Al realizar la comparacion los constitu-
yentes volatiles de los extractos LL y
SAFE, se observd la presencia de
(Z)-3-hexenol (IRgpap=1377) y benzal-
dehido (IRgpsp=1505) en cantidad signifi-
cativa en el extracto LL (Figura 1), sin em-
bargo, estos compuestos no contribuyeron
olfativamente al aroma de la uchuva. En el
extracto LL también se detectd una mayor
contribucion de las lactonas, y-butirolacto-
na, y-hexalactona, y-octalactona y d-octa-
lactona, responsables de notas dulce-man-
tequilla, dulce-caramelo, frutal-coco y
frutal-melocotén, respectivamente. En
contraste, en el extracto obtenido por
HS-MEEFS no se detectaron ni lactonas ni
hidroxiésteres. Es conocido que este tipo
de compuestos volatiles se sintetizan enzi-
maticamente a partir de los correspondien-
tes hidroxiacidos (19), en el caso de la
uchuva la biosintesis de este tipo de com-
puestos es evidente debido a la presencia
de 3-hidroxiésteres como constituyentes
volatiles del aroma de esta fruta. Este he-
cho puede ser explicado porque el SAFE
es un procedimiento mas suave en el que se
evitan reacciones colaterales que puedan
afectar el aroma de los extractos.

Los compuestos volatiles activos olfa-
tivamente de la fruta de la uchuva presen-
taron factores de dilucién en un rango de
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2a256, 1o cual esta de acuerdo con el sua-
ve aroma exhibido por esta fruta. La
técnica HS-MEFS se evalud con el fin de
establecer su utilidad en analisis de rutina
de volatiles para productos alimenticios
procesados de uchuva, sin embargo, la
mayoria de los compuestos volatiles acti-
vos de la fruta no fueron detectados bajo
estas condiciones.

Es importante resaltar la presencia de
3-hidroxi y 2-hidroxiésteres como com-
puestos olfativamente activos en esta fru-
ta. Algunos de estos, 2-hidroxibutanoato
de etilo, 3-hidroxioctanoato de etilo y
3-hidroxibutanoato de butilo, fueron
identificados también como las agliconas
conjugadas en el fruto de Physalis peru-
viana (10, 12). El 3-hidroxibutanoato de
butilo puede ser considerado como uno de
los compuestos con actividad olfativa mas
importantes, no solo por su factor FD
igual a 128, sino porque presenta una nota
olfativa caracteristica de la fruta. Adicio-
nalmente, los 3-hidroxi ésteres se consi-
deran constituyentes volatiles caracteris-
ticos de varias frutas tropicales, tales
como papayuela (Carica pubescens),
mango (Manguifera indica), pina (Ana-
nas comosus), tamarillo (Cyphomandra
betaceae) y mamey (Mammea america-
na), entre otras (20).

La utilizacion de la técnica SAFE tam-
bién evidencié que algunos de los com-
puestos volatiles detectados en mayor
concentracion en los extractos, no son los
que mas contribuyen al aroma de la uchu-
va. Por ejemplo, butanol, 2- y 3-metil bu-
tanol, (E)-2-hexenal, hexanol y alcohol
bencilico. Esta evidencia experimental
comprueba la necesidad de realizar el
analisis por CGAR-O en forma simulta-
nea con el analisis cromatografico cuali-
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Figura 1. Anélisis cromatografico de los extractos de volatiles de uchuva obtenidos por extrac-
cion LL y SAFE en columna FFAP (los compuestos con los mas altos factores de dilucion-FD es-
tan resaltados con las flechas; * estos compuestos no son relevantes olfativamente en los extractos

de aroma de uchuva).

tativo y cuantitativo de los extractos de
volatiles, cuando se esté analizando el
aroma de un alimento.

CONCLUSIONES

En este trabajo por primera vez se repor-
tan los compuestos activos olfativamente
en el aroma de la uchuva, confirmando
que los hidroxiésteres juegan un papel im-
portante en el aroma de esta fruta. El ana-
lisis olfatométrico de los tres extractos
obtenidos, LL, SAFE y HS-MEFS, per-
mitio seleccionar el extracto SAFE como

aquel que presentaba un aroma mas pare-
cido al de la fruta fresca.
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