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RESUMEN

Laaplicacion delaextraccién liquidarliquidacombinadacon
la cromatografia de gases-espectrometria de masas y los
valores de actividad del olor fueron usadas paraanalizar los
compuestos volétiles de la pifia cv. Espafiola Rojay para
estimar |os compuestos mas activos del aroma. El andlisis
permitid laidentificacion de 80 compuestos, 25 deloscuales
fueron compuestosactivosdel aroma. Entreellos, (3E,52,82)-
1,3,5,8-undecatetraeno, 2-metilpropanoato de etilo, 3-
(metiltio)propanoato de etilo, 2-metilbutanoato de etilo, 2-
metilbutanoato de metilo y 2,5-dimetil-4-hidroxi-3(2H)-
furanona fueron los mayores contribuyentes al aroma.
Palabras clave: pifia, compuestos volatiles, aroma,
cromatografia de gases-espectrometria de masas.
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ABSTRACT

Odor-active compounds in pineapple cv. Espariola
Roja determined by liquid-liquid exraction

Application of liquid-liquid extraction combined with gas
chromatography-mass spectrometry and odor activity value
was used to analyze volatile compounds from pineapple cv.
Red Spanish and to estimate the most aroma-active
compounds. The analyses led to the identification of 80
compounds, from which 25 of them were aroma-active
compounds. Among them, (3E,52,82)-1,3,5,8-undecatetraene,
ethyl 2-methylpropanoate, ethyl 3-(methylthio)propanoate,
ethyl 2-methylbutanoate, methyl 2-methylbutanoate and 2,5-
dimethyl-4-hydroxy-3(2H)-furanone were the most aroma
contributors.

Keywords: pineapple, volatile compounds, aroma, gas
chromatography-mass spectrometry.

INTRODUCCION

La pifia (Ananas comosus [L.] Merril) es una de las
frutastropical es mas populares, principal mente debido
a su atractivo aromay sabor, asi como su refrescante
balance azlcar-acido. Numerosos cultivares crecen en
varias regiones del mundo y se conoce que se diferen-
cian notablemente en sus caracteristicas sensoriaes (1).
Alrededor de 380 compuestos vol atiles se hanidentifi-
cado en productos frescos y procesados (2-5); sin
embargo, solo agunos de ellos se han reconocido como
contribuyentes del aromade lapifia.
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El aroma de una fruta, como en muchos otros alimen-
tos, es € resultado de una mezcla especifica de los
componentes volatiles. Por esta razén, es necesario
lograr la apropiada separacién e identificacion de con-
tribuyentes al aroma y sabor en combinacion con la
evaluacion sensoria delafrutay los compuestosindi-
viduales. Se hademostrado paraun niimero considera-
ble de alimentos que todos sus compuestos vol ailesno
interactUan reciprocamente con el olfato humanoy solo
unos pocos son 1os que participan en lacreaciéon dela
impresion del aroma. Una estrategia para discriminar
los compuestos ol fativamente importantesdel conjunto
de compuestos vol &ilesaislados esmediante el cdlculo
delosvaloresdeactividad del olor (VAO), €l cual rela-
ciona la concentracion del compuesto en el alimento
con su umbral de deteccién de olor (6).

La mayoria de estudios de aroma de pifia se han cen-
trado en laidentificacion y cuantificacion de los com-
puestos vol &ilesy sdlo unos pocos|os han relacionado
con la evaluacion sensorial. Asi, en la var. Smooth
Cayenne se informaron como componentes de impac-
to del aromaal 4-hidroxi-2,5-dimetil-3(2H)-furanona,
2-metilbutanoato de metilo, 2-metilbutanoato de €tilo,
acetato del etilo, hexanoato de etilo, butanoato de
etilo, 2-metil propanoato de etilo, hexanoato de metilo
y butanoato de metilo (7). En la pifia cv. Flhoran41
se reportaron al 2-metilbutanoato de metilo, 2-
metilbutanoato de etilo, 4-hidroxi-2,5-dimetil-3(2H)-
furanona, 3-(metiltio)propanoato de metilo y 3-
(metiltio)propanoato de etilo (8), mientras que en la
pifia cv. Super Sweet se reportaron al 4-hidroxi-2,5-
dimetil-3(2H)-furanona, 2-metilpropanoato de etilo,
2-metilbutanoato de etilo, 2-metil butanoato de metilo,
b-damascenonay (3E,52)-1,3,5-undecatrieno (9). En
lapifiacv. Gold seinformaron a 2-metilbutanoato demetilo,
4-metoxi-2,5-dimetil-3(2H)-furanona, 2-metilbutanoato de
etilo, hexanoato de etilo, 2-metilpropanoato de metilo,
butanoato de metilo, hexanoato de metilo, 3-
(metiltio)propanoato de metiloy acetato de 3-metilbutilo
(210). Recientemente, se reportaron los 20 principales
contribuyentes del aromay sabor del cv. EspariolaRoja,
entrelos que destacan el 2-metilbutanoato deetilo, 2,5-
dimetil-4-hidroxi-3(2H)-furanona, (3E,52,82)-1,3,5,8-
undecatetraeno, 3-(metiltio)propanoato deetilo, (3E,52)-
1,3,5-undecatrieno, hexanoato de etilo y hexanoato de
metilo (11). Estos compuestos fueron aislados median-
te destilacion-extraccion simultaneas, técnica que en

los tltimos afios ha caido en desuso debido alaposibi-
lidad de cambios en lacomposicion por efecto del ca
lor (12).

El objetivo del presente trabajo fue determinar el perfil

de compuestos vol &iles aislado por extraccion liquida
liquiday los principal es compuestos activos del aroma
en lapifacv. Espafiola Roja

MATERIALES Y METODOS

Las pifias cv. Espaiiola Roja, seleccionadas con simi-
lar estado de madurez, fueron recol ectadas de un campo
de produccién en Alquizar e inmediatamente |levadas
al laboratorio. Se hicieron tres grupos, de cinco frutas
cada uno, que fueron peladasy |as partes medias cor-
tadas en cubos de aproximadamente 8 cm?, una vez
eliminados los centros. Los tres grupos fueron usados
paralosandisis. Lascaracteristicasgenerdesdelapul pa
fueronlassiguientes: solidossolubles9,0% (S=0,1 %);
acidez total 0,88 % (S= 0,02 %, como &cido citrico) y
pH 3,27 (S=0,01).

L as determinaciones de solidos solubles, acidez y pH
se hicieron por |os métodos estandarizados (13).

L oscompuestos vol atiles se aislaron por extraccion li-
quido-liquido. Los cubos de frutas (200 g) se mezcla-
ron con 400 mL de agua destiladay homogeneizaron
en unalicuadoracomercial por 5min. El liquido resul-
tante setrasvaso, através de unamallade acero inoxi-
dable de 100 mm, aun extractor liquido-liquido conti-
nuo. Se adiciond 1 mL de nonanoato de metilo como
esténdar interno y se someti6 alaextraccion con 25 mL
de n-pentano/éter etilico (1:1 v/v) por 6 h (14). El ex-
tracto fue secado sobre sulfato de sodio anhidro y se
concentrd por destilacién fraccionada con un equipo
Kuderna-Danish hasta 1 mL y después, hasta 0,2 mL
con una corriente suave de nitrogeno.

El andlisis por cromatografia de gases-espectrometria
de masas se hizo en un equipo Hewl ett-Packard 6890N
seriell (Agilent, PaloAlto, CA, USA) con unacolum-
nacapilar de 30 m x 0,25 mm x 0,25 mm del tipo HP-
5 ms (Agilent, Palo Alto, CA, USA). El programa de
temperatura usado fue 50 °C por 2 min, después hasta
280°C a4 °C min/min eisotérmico final por 10 min. El
gas portador helio se mantuvo a1l mL/min. Las condi-
ciones del detector de masas fueron: energia de
ionizacion 70 eV, temperaturas de la fuente iGnica 'y

40

Ciencia y Tecnologia de Alimentos \ol. 30, No. 2, 2020




conexiones 250 °C. Laadquisicién fue en modo barri-
do (m/z 35 a 400 u). Los compuestos se identificaron
por comparacion de los indices de retencion lineales
(determinados con una serie homdloga de n-parafinas)
y espectros de masas de sustancias patrones, asi como
las reportadas en bases de datos comerciales (NISTO05,
Wiley 6, NBS 75 k y Adams, 2001). La cuantificacion
se hizo por el método de estandar internoy losresulta-
dos se expresaron como mg, equivalente de nonanoato
de metilo por kg de fruta fresca.

Losvaloresde actividad del olor (VAO) se calcularon
apartir de larelacion entre la concentracion 'y el um-
bral de deteccion deolor del compuesto. Losumbrales
fueron tomados de una base de datos del Departamen-
to de Aromas del Instituto de Investigaciones para la
IndustriaAlimenticia

RESULTADOS Y DISCUSION

Los extractos del aroma de pifia fueron evaluados
olfativamente por tres expertos a partir de una gota
aplicada a unatira de papel de filtro. Después de eva-
porado |os disolventes, |os expertos coincidieron en que
el olor del extracto se asemejaba a las caracteristicas
frutalesy dulce de lafruta, por o que se concluyé que
el método de aislamiento usado fue adecuado.

Un total de 80 compuestos volétiles de la pifia fueron
aislados eidentificados (Tabla 1). Lacomposicién del
extracto estaconstituida por ésteres (51), aldehidos(7),
alcoholes (5), &cidos (3), terpenos (2), furanos (3) y
otros de distinta naturaleza quimica (9). Los constitu-
yentes mayoritarios (> 4 % en el extracto) fueron
hexanoato de metilo, acetato de etilo, octanoato de
metilo, 3-acetoxihexanoato de metilo, 2-metil-3-
oxobutanoato de metilo, 3-(metiltio)propanoato de
etilo, 3-metilbutan-1-ol y 2-metilbutanoato de metilo.
Estos compuestos han sido reportados en trabajos
anteriores (7-11, 15, 16).

LaTabla 2 presentalos VAO calculados a partir de la
concentracion absolutay €l umbral de deteccion de olor
de cada compuesto. Merece sefidlarse que para algu-
nos compuestos no se encontré informacion de sus
umbrales. Los resultados sugieren que 25 compuestos
deben contribuir a aroma caracteristico de la pifia cv.
Espafiola Roja, pues sus concentraciones exceden a
sus umbrales de deteccion de olor. El odorante con
mayor VAO fueel (3E,52,82)-1,3,5,8-undecatetraeno,

con su olor caracteristico a pifia. Otros odorantes con
atos valores de VAO fueron el 2-metilpropanoato de
etilo, 3-(metiltio)propanoato de etil o, 2-metil butanoato
de etilo, 2-metilbutanoato de metilo y 2,5-dimetil-4-
hidroxi-3(2H)-furanona, lamayoriacon oloresque re-
cuerdan alapifia. Sin embargo, otros 19 odorantes tu-
vieron VAO > 1y probablemente también contribuyan
al aroma de este cultivar.

Al comparar losresultadosdel presentetrabajo conlos
antes reportados con el empleo de la destilacion-ex-
traccion simulténeas (11), se aprecia que cinco com-
puestos. octanoato de metilo, acetd dehido, 3-metilbutan-
1-ol, acetato de 2-metil propilo y octanoato de etilo, no
habian sido encontrados como odorantes activos en €l
estudio anterior.

Debe mencionarse que para completar este estudio se
hace necesario realizar estudios sensoriales con las
mezclas de los odorantes detectados para poder con-
firmar la contribucion real a cv. Espafiola Roja, que
incluyan experimentos model osy de omision.

CONCLUSIONES

Seidentificaron 80 compuestosvolatiles, aislados por
extraccion liquida-liquida, de la pifia cv Espafiola
Roja. Los componentes mayoritarios fueron
hexanoato de metilo, acetato de etilo, octanoato de
metilo, 3-acetoxihexanoato de metilo, 2-metil-3-
oxobutanoato de metilo, 3-(metiltio)propanoato deetilo,
3-metilbutan-1-ol y 2-metilbutanoato de metilo. El es-
tudio revel 6 que 25 compuestos son activos del aroma
de este cultivar a partir del cllculo de los vaores de
actividad del olor, donde se sobresalen el (3E,5Z,82)-
1,3,5,8-undecatetraeno, 2-metil propanoato de etilo, 3-
(metiltio)propanoato de etilo, 2-metilbutanoato deetil o,
2-metilbutanoato de metilo y 2,5-dimetil-4-hidroxi-
3(2H)-furanona como los mayores contribuyentes del
aromatipico de este cultivar.
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Tabla 1. Compuestos identificados en la pifia cv. Espafiola Roja

Area  Concentracion
Compuesto IRL (%) (ugkg)

acetaldehido 528 0,1 13
etanol 537 1,7 174
acetato de metilo 559 0,5 52
2-metilpentano 574 0,6 56
3-metilpentano 581 0,2 17
n-hexano 600 0,0 2
acetato de etilo 612 6,2 638
2-metil propan-1-ol 625 04 46
propanoato de metilo 645 1,0 106
3-metilbutanal 654 0,5 47
2-metilbutanal 658 0,1 13
2-metilpropanoato de metilo 690 0,2 22
acetato de propilo 707 0,0 4
propanoato de etilo 717 0,1 15
3-hidroxi-2-butanona 718 0,0 0
butanoato de metilo 730 1,7 173
3-metilbutan-1-ol 741 4.4 446
2-metilbutan-1-ol 742 0,8 80
2-metil propanoato de etilo 751 0,1 10
acetato de 2-metilpropilo 768 0,8 81
2-metilbutanoato de metilo 772 42 426
carbonato de dietilo 775 0,0 4
hexana 802 0,0 0
butanoato de etilo 805 0,2 25
pentanoato de metilo 828 0,2 23
2-furfurd 832 0,2 22
acido 3-metilbutanoico 836 0,0 0
2-metilbutanoato de etilo 851 0,3 34
2-hidroxi-2-metil butanoato de metilo 865 0,6 64
acetato de 3-metlbutilo 880 0,5 55
acetato de 2-metilbutilo 884 0,2 24
malonato de dimetilo 917 0,2 16
hexanoato de metilo 925 34,9 3565
3-hidroxi-2-metil butanoato de metilo 932 0,1 7
benzaldehido 960 0,0 1
fenol 980 0,4 39
hexanoato de etilo 998 0,5 54
acido hexanoico 1000 0,0 0
3-(metiltio)propanoato de metilo 1023 1,2 126
limoneno 1029 0,5 54
3-acetoxibutanoato de metilo 1040 0,8 87

42

Ciencia y Tecnologia de Alimentos \ol. 30, No. 2, 2020




Tabla 1 (cont.)

Area Concentracion

Compuesto IRL (%) (ugkg)
3-hidroxihexanoato de metilo 1049 0,2 16
(E)-B-ocimeno 1050 15 156
fenilacetaldehido 1055 0,2 21
v-hexalactona 1059 0,0 0
2,5-dimetil-4-metoxi-3(2H)-furanona 1061 0,7 75
2,5-dimetil-4-hidroxi-3(2H)-furanona 1070 0,2 900
2-metil-3-oxobutanoato de metilo 1072 4,6 466
3-metil-3-oxobutanoato de metilo 1083 0,6 56
benzoate de metilo 1090 0,0 0
3-(metiltio)propanoato de etilo 1098 4,6 470
(2)-4-octenoato de metilo 1115 0,0 3
octanoato de metilo 1125 6,1 622
2-feniletanol 1127 0,0 0
3-hidroxihexanoato de €tilo 1130 0,1 14
2-metil-3-oxobutanoato de etilo 1144 0,1 11
(3E,52)-1,3,5-undecatrieno 1171 0,0 0
benzoato de €tilo 1175 0,2 24
(3E,52,82)-1,3,5,8-undecatetraeno 1177 0,1 10
octanoato de etilo 1197 1,0 99
3-acetoxihexanoato de metilo 1206 5,6 568
4-acetoxihexanoato de metilo 1237 0,8 77
5-acetoxihexanoato de metilo 1247 1,8 183
acetato de 2-feniletilo 1258 0,4 38
3-acetoxihexanoato de etilo 1266 0,2 17
nonanoate de etilo 1318 0,0 2
5-acetoxihexanoato de etilo 1322 0,1 6
decadienoato de metilo 1324 0,1 8
decanoato de metilo 1326 0,1 14
3-acetoxioctanoato de metilo 1350 0,0 1
(E)-4-decenoato de etilo 1382 01 11
decadienoato de etilo 1389 0,3 28
decanoato de etilo 1396 0,5 49
5-acetoxioctanoato de metilo 1413 0,8 78
5-acetoxioctanoato de etilo 1455 0,2 18
acido dodecanoico 1568 0,0 3
dodecanoato de etilo 1595 0,1 6
cis-dihidrojasmonato de metilo 1656 0,1 7
pentadecanal 1709 0,0 0
hexadecanoato de etilo 1993 0,0 0
hexadecanoato de 2-metiletilo 2025 15 155

IRL: indice de retencién lineal.
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Tabla 2. Valores de unidades de olor para los compuestos identificados

Compuesto UDO VAO Olor’
(3E,52,82)-1,3,5,8-undecatetraeno 0,002 4972  pifia
2-metil propanoato de etilo 0,02 478 frutal, dulce
3-(metiltio)propanoato de etilo 1 470 frutal, pifia
2-metilbutanoato de etilo 0,15 227 frutal, pifia
2-metilbutanoato de metilo 2 213 pifia
2,5-dimetil-4-hidroxi-3(2H)-furanona 10 20 pifiacocida
hexanoato de etilo 1,0 54 pifia, frutal
hexanoato de metilo 70 51 pifia, frutal
butanoato de metilo 5 35 frutal, dulce
acetato de 3-metilbutilo 2 27 frutal
butanoato de etilo 1 25 frutal
3-metilbutanal 2 23 frutal
(3E,52)-1,3,5-undecatrieno 0,02 19 pifa
acetato de 2-metilbutilo 5 5 frutal
l[imoneno 10 5 citrico
fenilacetal dehido 4 5 floral, dulce
2-metilbutanal 3 4 frutal
2-metilpropanoato de metilo 6,3 3 frutal, dulce
octanoato de metilo 200 3 frutal
propanoato de etilo 10 2 frutal
acetaldehido 17 1 pungente
3-metilbutan-1-ol 300 1 frutal
acetato de 2-metilpropilo 66 1 fermentado
3-(metiltio)propanoato de metilo 180 1 pifiaa diluirse
octanoato de etilo 92 1 frutal, vinoso
Compuestoscon VAO < 1

etanol, acetato de etilo, 2-metil-1-propanol, 3-hidroxi-2-butanona, 2-metilbutan-1-ol, hexanal,
2-furfural, acido 3-metilbutanoico, benzal dehido, fenol, acido hexanoico,
y-hexal actona, 2,5-dimetil-4-metoxi-3(2H)-furanona, benzoato de metilo, 2-feniletanal,
benzoato de €tilo, acetato de 2-feniletilo, nonanoato de etilo, decanoato de etilo, &cido
dodecanoico, hexadecanoato de etilo

UDO: umbral de deteccion deolor. VAO: valor de actividad de olor.

!Descripcion tomada de la referencia 16.

REFERENCIAS

1 Rohrbach KG, Leal F, d’ Eeckengbrudde GC. History, distribution and world production. En: Bartholomew D, Pauli RE,
Rohrbach K G, Eds. The Pineapple: Botany, Production and Uses. Cambridge, MA: CABI Publishing; 2003. pp. 1-12.

2. Engel K-H, Heidlas J, Tressl R. The flavour of tropical fruits (banana, melon, pineapple). En: Morton ID, MacLeod AJ,
Eds. Food Flavours. Part C. Flavour of Fruits. Amsterdam: Elsevier; 1990. pp. 195-219.

3. Berger R. Pineapple. En: Maarse H, Ed. Volatile Compoundsin Foods and Beverages. New York: Marcel Dekker Inc; 1991.
pp. 283-304.

4. NijjsenLM, Visscher CA, MaarseH, WillemsemsL , BoelensMH. Vol atile Compoundsin Foods. Qualitative and Quantitative
Data, pp 14.1-14.8. Zeist: TNO Nutrition and Food Research Institute; 1996. pp. 14.1-14.8.

5. Montero-Calderén M, Rojas-GraiiA, Martin-Belloso O. Pineapple (Ananas comosus[L.] Merril) flavor. En: Hui YH, Ed.
Handbook of Fruit and Vegetable Flavors, Hoboken. NJ: John Wiley & Sons, Inc; 2010. pp. 391-414.

6. Schieberle P. Recent devel opmentsin methodsfor analysisof flavor compoundsand their precursors. En: Goankar A, Ed.
Characterization of Food: Emerging Methods. Amsterdam: Elsevier; 1995. pp. 403-31.

44 Ciencia y Tecnologia de Alimentos \ol. 30, No. 2, 2020




7. TakeokaG Buttery RG Flath RA, Teranishi R, Wheeler EL, Wieczorek RL, Guentert M. Vol atile constituents of pineapple
(Ananascomosus[L.] Merr.). En: Teranishi R, Buttery RG, Shahidi F, Eds. Flavor Chemistry: Trends and Developments.
Washington DC, USA: American Chemical Society; 1989. pp. 221-37.

8 Brat P, Thi Hoang LN, Soler A, Reynes M, Brillouet JM. Physicochemical characterization of a new pineapple hybrid
(FLHORANA41 Cv.). JAgric Food Chem 2004; 52:6170-7.

9. Tokitomo Y, Steinhaus M, Biittner A, Schieberle P. Odor-active constituents in fresh pineapple (Ananas comosus [L.]
Merr.) by quantitative and sensory evaluation. Biosci Biotechnol Biochem 2005; 69(7):1323-30.

10. Montero-Calderén M, Rojas-Grall A, Martin-Belloso O. Aroma profile and volatiles odor activity along Gold cultivar
pineappleflesh. JFood Sci 2010; 75:506-12.

11. Pino JA. Odour-active compounds in pineapple (Ananas comosus[L.] Merril cv. Red Spanish). Int JFood Sci Technol
2013; 48:564-70.

12. Munafo JP, Didzbalis J, Schnell RJ, Schieberle B, Steinhaus M. Characterization of the major aroma-active compoundsin
mango (MangiferaindicalL.) cultivars Haden, White Alfonso, Praya Sowoy, Royal Special, and Malindi by application
of acomparativearomaextract dilution analysis. JAgric Food Chem 2014; 62:4544-51.

13. AOAC. Officia Methods of Analysis. Gaithersburg, Maryland: Association of Official Analytical Chemists; 2019.

14. Quijano CE, Pino JA. Anaysisof volatile compounds of camu-camu (Myrciariadubia (HBK) Mcvaugh) fruit isolated by
different methods. JEssent Oil Res2007; 19:527-3.

15. Wu P, Kuo MC, Hartman TG, Rosen RT, Ho CT. Free and glycosidically bound aromacompoundsin pineapple (Ananas
comosusL. Merr.). JAgric Food Chem 1991; 39:170-2.

16. Umano K, Hagi Y, Nakahara K, Shoji A, Shibamoto T. Volatile constituents of green and ripened pineapple (Ananas
comosus[L.] Merr.). JAgric Food Chem 1992; 40:599-603.

17. Burdock GA. Fenaroli’sHandbook of Flavor Ingredients. BocaRaton, FL: Taylor & Francis Group; 2010.

45 Cienciay Tecnologia de Alimentos \ol. 30, No. 2, 2020




