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RESUMEN

Los componentes volétiles del aroma de la
pifia perolera fueron obtenidos mediante
extracciéon L-L y analizados por CGAR,
CGAR-EM (IE, IQP) y CGAR-O. Enesta
forma se identificaron 67 compuestos,
siendo 2-metilbutanoato de metilo, hexa-
noato de metilo, 4- acetoxi-hexanoato de
metilo, 5-acetoxi-hexanoato de metilo y
3-metiltiopropanoato de metilo los compo-
nentes mayoritarios. Mediante el andlisis
por CGAR-O no se detectaron compuestos
impacto.

La fraccidn glicosidica se obtuvo por
adsorcion sobre Amberlita XAD-2 y pos-
terior elucion con metanol. La composi-
cion de la fraccion glicosidica se estable-
ci6 por medio del anilisis por CGAR y
CGAR-EM de los compuestos volatiles
liberados por hidrélisis enzimatica. Asi
se identificaron 17 agliconas, las que
principalmente se agrupan en compuestos
fenolicos, acidos carboxilicos y com-
puestos furanicos, siendo alcohol conife-
rilico, acido hexadecanoico, furaneol y

4-vinilguayacol los constituyentes mayo-
ritarios.

Palabras clave: pifia, Ananas comosus,
aroma libre, aroma enlazado glicosidica-
mente.

ABSTRACT

Free volatiles of pineapple var. perolera
were obtained by L-L extraction and
analyzed by HRGC, HRGC-MS (EI,
PCI) and HRGC-O. Sixty-seven consti-
tuents were identified with methyl
2-methyl butanoate, methyl hexanoate,
methyl 4-acetoxy-hexanoate, methyl 5-
acetoxy-hexanoate and methyl 3-methyl-
thiopropanoate as major components.
Glycosidically bound aroma compounds
were identified by HRGC and
HRGC-MS after isolation of the glycosi-
dic fraction obtained by Amberlite
XAD-2 adsorption and methanol elution
followed by hydrolysis with a commer-
cial enzyme. In total 17 bound aroma
compounds (aglycones) were identified.
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These aglycones mainly consisted of
phenolic compounds, carboxylic acids
and furanic compounds of which coni-
feryl alcohol, hexadecanoic acid, fura-
neol and 4-vinylguaiacol are the most re-
presentative.

Key words: Pineapple, Ananas comosus,
free volatiles, glycosidically bound vola-
tiles.

INTRODUCCION

La pifia es una fruta originaria de la Ama-
zonia que se cultiva actualmente en zonas
tropicales de América, Africa y el
Caribe. El comercio internacional de la
pifia ha mostrado gran dinamismo en los
ultimos afios gracias a sus multiples posi-
bilidades de consumo en fresco y procesa-
da. Actualmente se comercializan voliime-
nes significativos de pifla en Europa y
Estados Unidos, provenientes de Brasil,
Filipinas y Costa de Marfil, principales
productores de la fruta (1). En Colombia
la pifa se cultiva en casi todas la zonas ca-
lidas del pais, sobresalen tres areas especi-
ficas como grandes productoras: Valle del
Cauca y Cauca dedicada principalmente al
cultivo de la variedad cayena lisa, la zona
del viejo Caldas donde se cultiva la varie-
dad manzana, y los departamentos de San-
tander y Norte de Santander donde se cul-
tiva la variedad perolera (2).

El distinguible y agradable aroma de la
pifia ha sido motivo de numerosos estu-
dios permitiendo la identificacién de mas
de 100 compuestos volatiles en ella
(3-10). Con base en los anteriores estu-
dios se puede establecer que el aroma de
las diferentes variedades estudiadas esta
constituido por compuestos furanicos
como 2,5-dimetil-4-hidroxi-3(2H)-fura-
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nona (Furaneol®), su éter metilico
2,5-dimetil-4-metoxi-3(2H)-furanona
(metoxifuraneol), hidrocarburos sesqui-
terpénicos; ésteres metilicos y etilicos de
acidos carboxilicos saturados e insatura-
dos de 5 a 10 atomos de carbono, ésteres
azufrados, ésteres hidroxilados en las po-
siciones 3 y 4, acetoxiésteres en las posi-
ciones 3 y 5y varias y- y d-lactonas.

Si bien la investigacion sobre los com-
puestos volatiles enlazados glicosidica-
mente ha tenido un gran auge en los ulti-
mos afios, en la literatura consultada solo
se encontrd un estudio sobre la caracteri-
zacion de las agliconas liberadas por hi-
drdlisis enzimatica de la fraccion glicosi-
dica de pifias cultivadas en Costa Rica, las
agliconas que se encuentran en mayor
cantidad son furaneol, d-octalactona y
3-hidroxihexanoato de etilo (7).

La pifia perolera (tachirense, capache-
ra, motilona, lébrija) se distingue por su
corto periodo vegetativo y su alta calidad
saborizante y aromatizante. Ademaés, es
una variedad resistente al manipuleo y
transporte, caracteristicas que le permiten
ser la variedad de mayor distribucion y
consumo en el pais. A pesar de su impor-
tancia comercial en Colombia, hasta nues-
tro conocimiento no hay estudios sobre la
composicion quimica de su aroma. Como
continuacion de nuestros estudios sobre el
aroma libre y enlazado de frutas colombia-
nas (11-13), se presenta por primera vez la
composicion del aroma libre y glicosidica-
mente enlazado de la pifia variedad perole-
ra, cultivada en Colombia.

PARTE EXPERIMENTAL

Material vegetal: pifias de la variedad pe-
rolera, provenientes de Lebrija (Santan-
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der), se seleccionaron de acuerdo con los
parametros de madurez establecidos (14):
color amarillo-naranja en la cascara, co-
loracion rojiza en las puntas de las hojas
de la corona y facil desprendimiento de
las mismas, pH de la pulpa 3,5 y grados
Brix de la pulpa 12,5.

Analisis de volatiles libres

Extraccion liquido-liquido: se homoge-
neiz6 un kilogramo de pulpa en licuado-
ra. La mezcla obtenida fue clarificada por
centrifugacion (8000 rpm, 4 horas, 4 °C),
el sobrenadante (1 L) se someti6 a extrac-
cion liquido-liquido durante 48 horas uti-
lizando 250 mL de una mezcla pentano:di-
clorometano 1:1 como solvente (15). El
extracto asi obtenido fue secado sobre sul-
fato de sodio anhidro y concentrado a un
volumen aproximado de 200 uL para su
posterior andlisis. Para el anélisis cuantita-
tivo se utiliz6 2-heptanol (181,6 pg/kg de
fruta) como estandar interno.

Analisis de volatiles enlazados

Obtencidn del extracto glicosidico: se ho-
mogeneizo6 un kilogramo de pulpa de pifia
neutralizado (pH 7,0) con una solucién de
NaOH 1N y centrifugado (8000 rpm, 1h,
4 °C). El sobrenadante neutralizado se ad-
sorbid sobre Amberlita XAD-2 (80 cm x 7
cm d.i); se lavé con agua desionizada y se
eluy6 con un litro de metanol para obtener
el extracto glicosidico. El eluido metanoli-
co fue concentrado a presion reducida (ro-
tavapor) hasta sequedad (16).

Hidrolisis enzimatica: cien miligra-
mos del extracto glicosidico se disolvie-
ron en 20 mL de buffer citrato-fosfato
(pH 5,5) y se sometieron a extraccion con

éter etilico para remover los volatiles li-
bres presentes. Luego de remover el éter
residual la muestra se incubd a 37 °C du-
rante 18 horas con 300 L de una pectina-
sa no selectiva (Rohapect DSL, Rohm,
Darmstadt, Germany) y con fenil-3-
D-glucopiranésido, como estandar inter-
no (4981 ug/kg de fruta) (13). Las aglico-
nas liberadas se extrajeron con éter etili-
co, la fase orgénica se sec6 con sulfato de
sodio anhidro y se concentrd en una co-
lumna Vigreux para su posterior analisis
por CGAR y CGAR-EM en las condicio-
nes descritas para el analisis de volatiles
libres.

Cromatografia de gases de alta
resoluciéon (CGAR)

CGAR de los volatiles libres y de las agli-
conas: los anilisis por CGAR se realiza-
ron en un cromatégrafo de gases HP5890
equipado con detector de ionizacion por
Ilama (FID). La introduccion de la mues-
tra se hizo en el modo split con una rela-
cion 1:10 con una columna de silica fun-
dida con fase estacionaria DB-Wax (25 m
x 0,25 mm d.i., df=0,25 um), gas de
transporte helio a 41,7 cm/min. La tem-
peratura del horno fue programada asi:
50 °C durante 4 minutos y luego calenta-
miento hasta 200 °C a una velocidad de 4
°C/min. La temperatura del inyector y
del detector se mantuvo en 200 °C.

Los indices de retencion se calcularon
utilizando una mezcla de parafinas nor-
males Cy-C,4, como referencia.

CGAR-Olfatometria (CGAR-O): 1la
descripcion del olor de cada uno de los
compuestos presentes en el extracto de
volatiles libres se realizé utilizando un
puerto de olfaccion SGE y un detector de
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ionizacidn por llama con una relacion 1:1
entre ellos y conectados a un cromatdgra-
fo de gases Hewlett Packard 5890 Serie
II, en las condiciones utilizadas para el
analisis por CGAR. La salida hacia el ol-
fatdmetro se mantuvo a una temperatura
de 60 °Cy el efluente se mezcl6 con una
corriente de aire himedo a 100 mL/min.
La descripcion olfativa fue realizada con
la colaboracion del grupo de expertos de
Lucta Grancolombiana S.A..; esta evalua-
cion se realizo tres veces bajo las mismas
condiciones.

Cromatografia de gases de alta
resolucion-espectrometria de masas
(CGAR-EM)

CGAR-EM de los volétiles libres y de las
agliconas: el andlisis por CGAR-EM se
hizo utilizando un cromatégrafo de gases
Shimadzu QP5050 en las mismas condicio-
nes utilizadas para el anilisis por CGAR.

Ionizacién electrénica (IE): los espec-
tros de masas en el modo de ionizacion
electronica se tomaron con una energia de
ionizacién de 70 eV. El intervalo de masas
para la adquisicién fue 30-300 uma.

Ionizacién quimica positiva (IQP): los
espectros de masas en el modo de ioniza-
ciébn quimica positiva se tomaron em-
pleando como gas reactivo isobutano con
una presion en la cAmara de ionizacion de
1,0 x 102 Pa en un potencial de 70 eV y
temperatura de la interfase de 300 °C. El
intervalo de masas para la adquisicion fue
60-350 uma.

Para la identificacion de los compues-
tos se utiliz6 tanto el criterio cromatogra-
fico (indices de retencion calculados ex-
perimentalmente y comparados con los
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obtenidos de muestras auténticas o los pu-
blicados en la literatura) como el criterio
espectral (interpretacion de los espectros
de masas IE y determinacion del peso mo-
lecular IQP). La cuantificacion se realizé
utilizando el método del estandar interno
sin tener en cuenta la recuperacion ni los
factores de respuesta en el detector.

RESULTADOS Y DISCUSION
Volatiles libres

El extracto liquido-liquido del aroma de
la pifia perolera es dulce, fresco, acido,
acuoso. El anilisis por CGAR y CGAR-
EM establecio la presencia de 69 compo-
nentes (Tabla 1). Mediante los criterios
cromatografico (indices de retencion) y
espectral (determinacion del peso mole-
cular por IQP e interpretacion del espec-
tro de masas obtenido por IE) se lograron
identificar 67 compuestos correspondien-
tes a un 99,5% del extracto total y distri-
buidos en ésteres (87,4%), lactonas
(5,1%), compuestos furanicos (3,0%),
acidos (1,7%), cetonas (1,1%) y alcoho-
les (0,2%). Los ésteres se distribuyen en
acetoxiésteres (28,1%), ésteres lineales
(22,3%), ésteres ramificados (17,7%),
ésteres insaturados (11,5 %), hidroxiéste-
res (5,8%) y ésteres aromaticos (0,4 %).

Los constituyentes mayoritarios del ex-
tracto son ésteres metilicos de los acidos
2-metil-butanoico, hexanoico, 4-acetoxi-
hexanoico, 5-acetoxi-hexanoico y 3-metil-
tiopropanoico de los cuales sélo los dos
primeros tienen una nota olfativa que re-
cuerda a la fruta fresca.

Algunos ésteres, como butanoato de eti-
lo, 2-metilbutanoato de etilo, acetato de buti-
lo, acetato de 2-metilbutilo, E-3-hexenoato
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de metilo, 2-hidroxi-2-metilbutanoato de
metilo, 3-hidroxibutanoato de metilo y
3-acetoxi-2-metilbutanoato de etilo, presen-
tes en concentraciones bajas (< 50 ug/kg de
fruta) fueron descritos en el anilisis por
CGAR-O como compuestos con notas de
pina, sin embargo, ninguno de ellos puede
considerarse como compuesto impacto.
(Ver Tabla 1).

Otros componentes olfativos impor-
tantes del aroma de la pifia perolera son
los compuestos furanicos y las lactonas
como furaneol, y-butirolactona, y-hexa-
lactona, y-octalactona, d-octalactona y
y-decalactona, a los que se atribuye la
nota dulce, caramelo del aroma de la pifia
perolera. Asi, en el aroma de esta varie-
dad de pifia se establecid la importancia
sensorial de furaneol, algunos ésteres y
lactonas como componentes responsables
de las notas a pifia, dulce-caramelo carac-
teristicas del aroma de esta variedad.

El aroma de la pifia perolera, como el
de pifias cultivadas en otras latitudes
(3-10), esta constituido principalmente por
ésteres, lactonas y furaneol. Es asi como
en la variedad perolera y en la variedad ca-
yena lisa (6) los ésteres representan mas
del 80% de la composicién del aroma,
mientras que en pifias provenientes de la
Polinesia Francesa estos componentes
solo constituyen el 45% del aroma total
(10). Las lactonas y el furaneol, presentes
en cantidades alrededor del 5-10% en las
diferentes variedades, son constituyentes
importantes en el aroma de la pifia, no s6lo
por la cantidad en que se encuentran sino
también por sus especiales caracteristicas
sensoriales (6,10).

Asi, como en el caso de otras frutas
tropicales, no se puede establecer una

composicion tipica del aroma de pifa, ha-
ciendo dificil el desarrollo de
formulaciones artificiales del aroma de
esta fruta.

Volatiles enlazados

Mediante el andlisis por CGAR,
CGAR-EM de las agliconas volatiles ge-
neradas por hidrélisis enzimética del ex-
tracto glicosidico de la pulpa de pifia pe-
rolera se identificaron 17 compuestos
(Tabla 2) en una cantidad de 12,1 mg/kg
de pulpa. Las agliconas identificadas fue-
ron principalmente compuestos hidroxi-
lados y 4acidos carboxilicos siendo los
constituyentes mayoritarios alcohol coni-
ferilico (26,4%), acido hexadecandico
(16,6 %), furaneol (16,1%) y 4-vinilgua-
yacol (9,5%).

La presencia de furaneol glicosidicamen-
te enlazado ha sido establecida en estudios
sobre el aroma enlazado en pifia (7) y gluco-
sidos de furaneol han sido aislados e identifi-
cados en jugo de fresa (17), en badea (18) y
en mango (19, 20). (Ver Tabla 2).

Es la primera vez que en el aroma gli-
cosidicamente enlazado de la pina se de-
tectan algunos hidroxiésteres glicosida-
dos como 3-hidroxi-2-metilbutanoato de
metilo, 4-hidroxihexanoato de etilo, 3-hidro-
xioctanoato de etilo, 5-hidroxioctanoato
de metilo, 4-hidroxioctanoato de etilo; es-
tos compuestos han sido detectados en el
aroma libre de pifias provenientes de Fili-
pinas (9). Los hidroxiésteres son constitu-
yentes comunes en el aroma libre de va-
rias frutas tropicales, aunque los estudios
sobre su presencia en la forma enlazada
son escasos; se han aislado glucosidos de
3-hidroxibutanoato de etilo y de butilo de
papayuela (21), y de uchuva se aislaron
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Tabla 1. Composicion del extracto L-L del aroma de pifia (Ananas comosus) var. perolera

No IR* PM Compuesto Cantidad® Descripcién olfativa
1 | -<900 - acetona + ND
2 <900 74 acetato de metilo + ND
3 980 88 acetato de etilo + ND
4 988 102 butanoato de metilo + + Manzana, dulce, tostado
5 1020 116 | 2-metil-butanoato de metilo +++ Rancio, pifia
6 1027 116 3-metil-butanoato de metilo + ND
7 1044 116 butanoato de etilo + Pina
8 1060 130 | 2-metil-butanoato de etilo + Corazén de pifia
9 1068 102 acetato de butilo + Frutal, dulce, pina
10 1096 116 pentanoato de metilo + ND
11 1131 130 acetato de 2-metil-butilo + Pina
12 1193 114 metil-amil-cetona + ND
13 1199 130 | hexanoato de metilo +++ Pina
14 1244 144 hexanoato de etilo + Frutal, pifia, banano
15 1249 118 2-hidroxi-2-metil-propanoato de metilo + ND
16 1255 128 Z-4-hexenoato de metilo + Verde, frutal, rancio
17 1270 128 Z-3-hexenoato de metilo + ND
18 1274 128 E-3-hexenoato de metilo + Pina, frutal, himedo
19 1299 132 2-hidroxi-2-metil-butanoato de metilo ++ Pina
20 1318 146 2-hidroxi-2-metil-butanoato de etilo + ND
21 1354 116 4-hidroxi-4-metil-2-pentanona + Manzana, carnoso, verde
22 1389 132 3-hidroxi-3-metil-butanoato de metilo + Coco, dulce
23 1401 158 octanoato de metilo + Frutal, vinica, naranja
24 1419 118 2-butoxi-etanol + Pina
25 1444 156 Z-4-octenoato de metilo + Papa cruda
26 1446 126 2,4-hexadienoato de metilo + Papa cruda
27 1477 192 furfural + Caramelo, tostado
28 1498 118 3-hidroxi-butanoato de metilo + Pina, fermentada
29 1523 132 malonato de dimetilo ++ ND
30 1537 160 2-acetoxi-butanoato de metilo + ND
31 1542 134 | 3-metil-tiopropanoato de metilo +++ Penetrante, cebolla
32 1552 160 3-acetoxi-butanoato de metilo ++ ND
33 1571 174 3-acetoxi-2-metil-butanoato de metilo + Caramelo
34 1577 188 3-acetoxi-2-metil-butanoato de etilo + Pina
35 1580 148 3-metil-tiopropanoato de etilo + ND
36 1584 146 2-hidroxi-hexanoato de metilo + ND
37 1588 174 3-acetoxi-butanoato de etilo + Metélica
38 1591 146 | 3-hidroxi-pentanoato de etilo + Champifién, terrosa
39 1613 142 metoxi-furaneol + Cereza
40 1624 174 3-acetoxi-2-metil-butanoato de metilo + Caramelo
41 1643 136 benzoato de metilo + ND
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Continuacion Tabla 1

No IR* PM Compuesto Cantidad® Descripcién olfativa
42 1659 100 | y-butirolactona + Coco, dulce

43 1667 146 3-hidroxi-hexanoato de metilo + Desagradable

44 1670 188 3-acetoxi-hexanoato de metilo + ND

45 1677 160 3-hidroxi-hexanoato de etilo + ND

46 1685 174 no identificado + ND

47 1701 188 4-acetoxi-hexanoato de metilo +++ ND

48 1729 114 y-hexalactona + Dulce, caramelo, tostado
49 1737 202 4-acetoxi-hexanoato de etilo + Coco

50 1748 188 5-acetoxi-hexanoato de metilo ++ Acida, metalica

51 1782 148 no identificado + ND

52 1787 202 5-acetoxi-hexanoato de etilo +++ Miel

53 1821 114 O-hexalactona + Miel

54 1831 128 | y-heptalactona + ND

55 1841 146 5-hidroxi-hexanoato de metilo + Pifa verde

56 1857 202 5-acetoxi-heptanoato de metilo + Coco

57 1861 116 acido hexandico + Pina

58 1880 216 4-acetoxi-octanoato de metilo + Pina

59 1910 128 | J-heptalactona + ND

60 1921 216 S-acetoxi-octanoato de metilo + ND

61 1932 230 | 4-acetoxi-octanoato de etilo + ND

62 1942 142 | y-octalactona + Caramelo, roja

63 1964 230 | 5-acetoxi-octanoato de etilo + Caramelo, roja

64 1997 142 d-octalactona + Dulce, caramelo

65 2058 128 furaneol + Dulce, caramelo, tostado
66 2077 144 acido octanoico + ND

67 2217 170 y-decalactona + Frutal, dulce, durazno
68 2225 170 | J-decalactona + ND

69 2526 180 alcohol coniferilico + Balsamica, floral

» [ndices de retencién determinados en columna DB-Wax.
® Cantidad (ug/kg de pulpa): + = <50; ++ = 50-100; +++ = 100-150.

ND: no detectado olfativamente

3-hidroxibutanoato de butilo y 3-hidro-
xioctanoato de etilo enlazados a disacari-
dos (22).

La presencia de 3-hidroxihexanoato de
metilo, 3-hidroxihexanoato de etilo, 5-hidro-
xihexanoato de metilo, acido hexanoico,
furaneol y alcohol coniferilico en el aroma
libre de la pifia perolera y como agliconas

sugiere que estos compuestos provienen de
la hidrolisis de precursores glicosidicos.
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Tabla 2. Compuestos volétiles liberados por hidrélisis enzimatica del extracto glicosidi-
co de pulpa de pifia (Ananas comosus L.) var. perolera

No. IR* Compuesto Cantidad”
1 1161 2,3-butanodiol ++
2 1424 acido acético ++
3 1515 3-hidroxi-2-metilbutanoato de metilo ++
4 1642 3-hidroxi-hexanoato de metilo +
5 1660 3-hidroxi-hexanoato de etilo
6 1820 4-hidroxi-hexanoato de etilo ++
7 1839 5-hidroxi-hexanoato de metilo +
8 1851 alcohol bencilico ++
9 1887 3-hidroxi-octanoato de etilo
10 1990 5-hidroxi-octanoato de metilo
11 2018 4-hidroxi-octanoato de etilo ++
12 2050 furaneol ++++
13 2160 4-vinil-guayacol ++++
14 2295 2-alil-fenol ++
15 2348 4-vinil-fenol ++
16 2526 alcohol coniferilico ++++
17 2856 acido hexadecanoico ++++

# Indices de retencién determinados en columna DB-Wax.

b Cantidad (ug/kg de pulpa): + = < 50; ++ = 50-500; +++ = 500-1000; ++++ > 1000.
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