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RESUMEN

La fraccién glicosidica de hojas de lulo (Selanum quitoense L.) fue obteni-
da por adsorcién sobre Amberlita XAD-2 y posterior elucién con metanol.
Los glicésidos asi extrafdos se hidrolizaron enzimdticamente con una
glicosidasa no selectiva (Rohapect D5-1.) y las agliconas (voldtiles enlaza-
dos glicosidicamente) producidas fueron caracterizadas quimicamente por
CGAR (cromatografia de gases de alta resolucién), CGAR-EM
(cromatografia de gases de alta resolucién acoplada a espectrometria de
masas) y analizadas sensorialmente (nota olfativa) por CGAR-O
(cromatografia de gases de alta resolucién acoplada a olfatometria). Se
detectaron en total 25 compuestos volatiles y de ellos, se identificaron 21,
los cuales representan el 90 % de todas las agliconas generadas. Los
voldtiles identificados presentaron diversas estructuras quimicas que pue-
den agruparse en C3-norisoprenoides (38.1 %, 15 mg/kg hojas), compues-
tos aromdticos (30.5 %), alcoholes monoterpénicos (12.3 %) y compuestos
alifdticos Cg (9.3 %). El extracto de voldtiles producido por hidrélisis
enzimdtica presentd un olor a verde amaderado agradable, con fuertes
notas dulces parecidas a la miel.

ABSTRACT

HRGC (High Resolution Gas Chromatography), HRGC-MS (High Resolution
Gas Chromatography-Mass Spectrometry) identifications and HRGC-vs-
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sniffing sensory analysis (odor description) of glycosidically bound
volatiles from lulo (Selanum guitoense L.) leaves were achieved after
isolation of an extract obtained by Amberlite XAD-2 adsorption and
methanol elution followed by enzymatic hydrolysis with a non selective
glycosidase (Rohapect D5-L). In total, 25 volatiles were detected, of
which 21 were positively identified (about 90% of the total aglycons).
C3-Norisoprenoids afforded the most abundant group of compounds (38.1
%, 15 mg /kg leaves), followed by aromatic compounds (30.5 %),
monoterpene alcohols (12.3 %), and Cg-aliphatic compounds (9.3 %).
The bulky of volatiles produced by enzymic hydrolysis possessed a pleasant
green woody aroma with strong sweel honey note.

INTRODUCCION

En los dltimos ahos, los estudios en quimica de aromas (particularmente en
frutas y legumbres) se han enfocado no sélo a la caracterizacién e identifi-
cacion de los componentes voldtiles responsables de un aroma determina-
do, sino también a la formacidn de algunos de estos compuestos después de
la disrupcion celular (maceracién en el momento de la ingestion, pelado,
cortado, procesamiento, etc.), a partir de precursores no voldtiles encon-
trados en forma natural en los tejidos vegetales. Entre los diversos tipos de
precursores de voldtiles estudiados (1), los glicsidos son los compuestos a
los que mayor interés se les ha prestado por la importancia cientifica de
conocer sus rutas de transformacién cuando originan voldtiles y debido a
que la industria ha visto en estos compuestos una nueva fuente de
aromatizantes y/o saborizantes.

Dentro del marco anterior nuestros estudios realizados sobre voldtiles de la
pulpa y cdscara del lulo (Solanum quitoense L.) (2-6) han mostrado que
éstos presentan en conjunto un aroma agradable y exdtico y algunos de
ellos como el linalol, hotrienol, nerol y éxidos de linalol, son formados por
hidrélisis dcida y/o enzimdtica de precursores no voldtiles de tipo
glicosidico, en el momento de la disrupcién celular antes de su consumo o
procesamiento.

Continuando con la bisqueda de los precursores glicosidicos de otros
compuestos voldtiles del aroma del lulo, se decidié enfocar la presente
investigacién hacia el estudio de la fraccién glicosidica de las hojas de la
planta, teniendo en cuenta que los glicésidos no sélo se encuentran en el
fruto sino también en otros drganos de la planta, y que estudios realizados
en otras especies han mostrado que muchas veces éstos se encuentran en
mayor concentracién en hojas que en el fruto (7). Otra razén para trabajar
con hojas de lulo, es que ellas pueden ser una fuente alternativa de voldti-
les, permitiendo obtenerlos con alto rendimiento y excelente calidad.
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Asi, el presente trabajo reporta por primera vez los voldtiles generados a
partir de la fraccidén glicosidica de hojas de lulo (Solanum quitcense L.)
mostrando que allf existen también precursores glicoconjugados de com-
puestos voldtiles tales como C3-norisoprenoides y monoterpenoles, algu-
nos de los cuales hacen parte del aroma del fruto (pulpa y cdscara) de esta
importante especie vegetal en la fruticultura colombiana. Se realizé ade-
mis, el andlisis sensorial de estos compuestos voldtiles generados, con el
fin de determinar su calidad como aromatizantes.

PARTE EXPERIMENTAL

Muestra.

Se trabajé con hojas de lulo provenientes de un cultivo tecnificado ubicado
en el drea rural del municipio de La Vega (Cundinamarca), a una altura
de 2100 metros sobre ¢l nivel del mar. La planta fue clasificada taxonémi-
camente como Solanum quitoense L. y registrado bajo el cédigo: COL
352780 en el Instituto de Ciencias Naturales de la Universidad Nacional.
Todos los solventes empleados fueron grado reactivo analitico (MERCK)
y se redestilaron antes de usarse.

Aislamiento de glicésidos.

Para obtener el extracto glicosidico se utilizé el procedimiento descrito
por Giinata et al. (8) que consiste en pasar el extracto polar (metanol-agua)
de aproximadamente 2 kg de hojas de lulo, libre de solvente orgdnico, a
través de una columna de cromatografia (45 x 800 mm) empacada con
aproximadamente | kg de Amberlita XAD-2. Los glicésidos -retenidos
selectivamente- fueron eluidos luego con | 1 de metanol.

Generacion de volatiles por hidrdélisis enzimatica.

La mezcla glicosidica (100 mg) fue sometida a hidrélisis enzimdtica duran-
te 24 h a 37°C con una glicosidasa no selectiva (Rohapect D5-L) en
aproximadamente 50 ml de buffer de citrato-fosfato (pH 5.5), que contenia
el estdndar (fenil-B-D-glucopirandsido). Adicionalmente se realizé un
blanco sin muestra como control de la hidrélisis. Luego los voldtiles
generados fueron extraidos con eter etilico y posteriormente analizados
por CGAR, CGAR-EM y CGAR acoplada a olfatometria.

Analisis por CGAR.

La CGAR se realizé en un cromatdgrafo de gases Hewlett Packard 5890
serie 11 equipado con detector de ionizacién de llama. En la CGAR se
utilizaron tres columnas diferentes: DB-Wax (30 m x 0.25 mm x 0.25 pm,
50°C - 220°C a 4°C/min, inyector y detector a 220°C, split 1:13), DB-5 (23
m x 0.31 mm x 0.52 pm, 60°C - 300°C a 5°C/min, inyector y detector a
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300°C, split 1:10) y OV-101 (12 m x 0.2 mm x 0.33 pm, 50 - 300°C. a
4°C/min, inyector y detector a 300°C, split 1:15).

Analisis por CGAR-EM.

La CGAR-EM fue realizada en un cromatdgrafo de gases Hewlett Packard
5890 con detector selectivo de masas HP 5970 (Impacto Electrénico). Se
utilizaron las columnas DB-5 y OV-101 mencionadas anteriormente, ¢l
programa de temperatura fue igual al utilizado en CGAR, los espectros de
masas fueron tomados con un potencial de ionizacién de 70 eV, mantenien-
do la fuente (detector selectivo de masas) en 300°C y registrando masas
entre m/z 30 y 350.

Analisis por CGAR acoplada a olfatometria.

Este andlisis se realizé usando un cromatdgrafo de gases Hewlett Packard
5890 serie II equipado con la columna capilar DB-5 en las condiciones
antes descritas, acoplado a un olfatémetro (divisor de flujo HP OSS-2) en
el cual aproximadamente el §0% del efluente de la columna se hace Ilegar
al punto de olfaccién después de ser mezclado con aire himedo. La
temperatura de la interfase fue de 60°C. Cada uno de los voldtiles emer-
gentes del cromatégrafo fue caracterizado sensorialmente (caracteristicas
de olor) por triplicado, por un panel de cinco personas especializadas en
descripcidn de olores.

Identificacion y cuantificacion de los volitiles generados

por hidrélisis enzimatica.

La identificacion de las agliconas se realizé utilizando dos criterios: el
cromatogréfico, comparando los indices de retencidn experimentales -cal-
culados por comparacion con una mezcla patrén de parafinas corridas en
las mismas condiciones cromatogrdficas que las de los extractos- con los
de sustancias patrén y/o de referencia encontrados en la literatura (9,10); y
el espectral, obtenido del andlisis de cada uno de los espectros de masas.
La cuantificacién se realizé por el método del estdndar interno, haciendo la
relacién de dreas de cada uno de los compuestos en CGAR con el drea del
patrén interno (fenol), asumiendo 100% de hidrélisis.

Se presentan a continuacidn los datos de EM de las agliconas de tipo C3-
norisoprenoide identificadas en este trabajo debido a que son compuestos
cuyos datos espectrales no se encuentran cominmente en la literatura:

3-Oxo-c-ionol (isomeros I y 1) 14 y 15: EM m/z 208 (1%, M*). 165
(1), 152 (11), 151 (2), 137 (3), 135 (5), 123 (4), 110 (3), 109 (26), 108
(100), 107 (13), 95 (10), 93 (3), 91 (10), 82 (2), 81 (8). 80 (6), 79 (11), 77
(9), 71 (3), 69 (4). 67 (8), 65 (8), 63 (3). 55 (9), 53 (10), 51 (6), 45 (42).
43 (57), 41 (30).
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3-Hidroxi-5,6-epoxi-f-ionol 17: EM m/z 208 (3%, M- 18). 166 (2), 165
(0.5), 151 (1), 147 (1), 133 (0.7), 125 (14), 124 (4), 109 (8), 107 (8), 95
(4), 93 (3), 91 (3), 83 (6), 82 (10), 81 (7), 79 (4), 77 (3), 71 (4), 69 (4), 67
(5), 57 (3), 55 (10), 53 (5), 45 (8), 43 (100).

(Z) y (E)-3-Oxo-retro-o.-ionol (Isémeros I y II) 20y 22: EM m/z 164 (27%,
M+ 44), 149 (53), 122 (12), 121 (14), 108 (5), 107 (11), 93 (7). 91 (11), 79
(11), 77 (12), 55 (10). 53 (10). 51 (6). 45 (100), 43 (26), 41 (26), 39 (24).

Vomifoliol (isémero I) 25: EM m/z 206 (1%, M*- 18), 168 (6), 150 (7),
135 (7), 125 (11), 124 (100), 122 (10), 111 (9), 107 (7), 95 (7), 719 (16), 77
(9), 69 (9), 67 (8), 55 (17), 53 (12), 45 (30), 43 (76), 41 (37), 39 (29).

Vomifoliol (isomero I1) 26: EM m/z 206 (2%, M*- 18), 191 (3), 150 (5),
137 (5), 136 (13), 125 (6), 124 (32), 123 (12), 121 (8), 109 (9), 108 (11).
107 (13), 106 (18), 105 (9), 95 (20), 93 (7), 91 (9). 79 (15), 78 (14), 77
(14), 71 (6), 69 (5), 67 (11), 65 (7), 57 (5), 55 (22), 53 (11), 51 (7), 45
(34), 43 (100), 41 (40), 39 (31).

RESULTADOS Y DISCUSION

El extracto de voldtiles obtenido de la hidrélisis enzimdtica de la fraccion
glicosidica de hojas de lulo (Solanum quitoense L.), presenté un olor verde
amaderado agradable, con fuertes notas dulces parecidas a la miel. Su
andlisis por CGAR se realizé en tres columnas diferentes: DB-Wax (polar),
DB-5 (medianamente polar) y OV-101 (no polar). De ellas la que presento
mejor resolucion fue la DB-5; en DB-Wax no se detectaron las agliconas de
alto peso molecular y en OV-101, la zona de los C3-norisoprenoides
presenté menor resolucién que en la DB-5.

En la figura 1 se presenta el cromatograma de gases de las agliconas
liberadas por hidrélisis enzimdtica del extracto glicosidico de hojas de
lulo, utilizando la columna DB-5; alli puede observarse la presencia de por
lo menos 25 compuestos voldtiles, los cnales fueron luego analizados por
CGAR-EM. Para la identificacién de cada uno de ellos se utilizo el eriterio
cromatogréafico y el criterio espectral, y para la cuantificacién se usé el
método del estdndar interno. En la tabla 1 se muestran los voldtiles identi-
ficados, los indices de retencién (IR) obtenidos experimentalmente y los de
la literatura en las diferentes columnas utilizadas, la cantidad obtenida y la
descripcidn de las notas de olor de cada uno de ellos.

En total se identificaron 21 compuestos voldtiles enlazados glicosi-
dicamente, que representan el 90% de la muestra total. Como puede verse
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Figura 1. Cromatograma de gases de los voldtiles liberados por hidrélisis enzimdtica del
extracto glicosidico de hojas de lulo (Solanum quitoense L.). Los nimeros corresponden con
los usados en la tabla 1. “Impurezas provenientes del medio donde se encuentra la enzima,
identificadas a partir del blanco.
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en la tabla I, las agliconas identificadas presentan diversas estructuras
quimicas las cuales pueden agruparse en : Cy3-norisoprenoides, compues-
tos aromiticos, alcoholes monoterpénicos y compuestos alifdticos-Cg.

Cj3-Norisoprenoides. Las estructuras de estas agliconas detectadas en
hojas de lulo, se presentan en la figura 2, y comprenden ocho derivados
de la «a- y B- ionona, todos oxigenados en la posicion 3; es el grupo
mayoritario del extracto (38.1%, 15 mg/kg), y se tiene evidencia de que

H OH
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0
HO

14/15 17
0 H
N =
0O
H O
18 20/22
OH
AN
OH
(@)
25/26

Figura 2. C,j-norisoprenoides liberados por hidrélisis enzimdtica del extracto glicosidico de
hojas de lulo (Solanum quiteense L.). Los nimeros corresponden con los usados en la tabla 1.
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Tabla 1. Compuestos identificados en hojas de lulo (Solanum quitoense
L.) por CGAR y CGAR-EM después de la hidrélisis enzimatica con
Rohapect D5-L del extracto glicosidico.

DB-§ DB-WAX OVI01 Cone
No.* COMPUESTO (mg/kg NOTA DE OLOR
IRexp IRt  [Rexp IRIit IRexp hojas)

I (Z)-3-Hexenol 854 - 1378 1387 834 s Verde agreste.
césped
2 (E)-2-Hexenol 875 - 1400 1390  R44 ++ verde. tomate
3 Fenol 978 979 1990 1973 058 . 3
(estandar interno)
4 Alcohol bencilico 1035 1034 1866 1864 1004 e grasosa, yodada
5 Acido 2-hexendico 1039 - 1953 1940 1023 4 floral, almibarada
6 4-Vinilfenol 1219 12210 237§ 2352 1190 444+ ureosa
7 Geraniol 1253 - 1833 1830 1231 - -
8  4-Vinilguayacol 1315 1317 2182 2181 1278 ++++ agridulce, alcalina
9 2.3-Dihidroxiben-
zoatode metilo® 1324 = - 2209 1285 + almibarada
10 p-Menten-7,8-diol 1481 - - - 1427 +++ floral, herbal,
(Isémero 1) perfumada
11 p-Menien-7.8-diol 1489 - 2523 2517 1438 44+ dulce, jalea de
(Isémero 11) guayaba
12 Sin identificar 1620 - - - - + amaderada,
perfumada
13 Sin identificar 1628 - 2138 - 1591 +
14 3.Oxo-t-ionol 1655 - - - 1599 ++ amaderada, roja,
(1sGmero 1) frutal
15 3-Oxo-a -ionol 1665 1664 2639 2637 1608 +++  dulce. frutal, roja
(is6mero I1)
16 Sin identificar 1673 - - - 1636 R
17 3-Hidroxi-§,6-cpoxi- 1685 1687 - 2776 1632 +++  uamaderada, tabaco
B-ionol
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Tabla 1. Continuacién.

18 3-Hidroxi-5.6-cpoxi- 1695 1697 - 2668 1641 4 -
f-ionona

19 Ferulato de metilo® 1714 - - 2660 1657 4

20 (Z)-3-Oxo-retro-a- i722 1720 2741 2720 1678 +4 amaderada
1onol

21 Aleohol Coniferilico® 1748 1754 - - 1684 ++ =

22 (E)-3-Oxo-retro-o- 1788 1771 2875 2852 1722 +++ amaderada, hoja de

1onol bocadillo

23 Sin identificar 1791 - - - - 4 -

24 C,H,0, 1797 - - S |

25 Vomifoliol 1806 1801 - 2932 1749 444+ dulce. amaderada,
(Isémero 1) Frutal

26 Vomifoliol 1941 - - 1866 EEY
(Isémero 11)

" Los nimeros de los compuestos corresponden con los utilizados en la figura 1" +=<05 mg/kg, ++
=0.5- 1.5 mg,/kg, +++= 1.5 - 2.5 mglkg y ++++ = > 2.5 mg/kg de hojas; © identificado sélo por

espectrometrin de masas; * isémero del 3-oxo-a-ionol en mezcla ; ¢ comparado con una muesira
auténtica.

algunos de los compuestos que no fue posible identificar, pertenecen
también a este grupo.

En general los Cjj-norisoprenoides son compuestos importantes como
aromatizantes ya que poseen atractivas propiedades sensoriales junto con
bajos valores umbral de olor, se ha encontrado que varios de ellos contri-
buyen significativamente al aroma de frutas tales como uva, membrillo y
carambola (11). En las hojas de lulo, el andlisis sensorial (tabla 1)
demuestra que los isémeros I y Il del 3-oxo-o-ionol, el 3-hidroxi-5.6-
epoxi- B-ionol, los isémeros (E)- y (Z)- del 3-oxo-retro-c-ionol y el
isémero I de vomifoliol presentan caracteristicas olfativas agradables.
con predominio de la nota amaderada, aunque también se manifiestan
notas dulces, frutales y perfumadas. Este resultado es importante porque
justifica el uso de las hojas de lulo como fuente alternativa (no conven-
cional) de voldtiles en la industria de aromatizantes, principalmente en
perfumeria.

Ademds de su importancia en la industria de produccién de aromas, los
C,3-norisoprenoides identificados en este trabajo, pueden considerarse
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como progenitores de otros voldtiles igualmente importantes por sus cua-
lidades olfativas. Por ejemplo, el 3-oxo-a-ionol encontrado enlazado
glicosidicamente en frambuesa. vino y tabaco -componente mayoritario del
aroma del tabaco (Nicotiana rabaccum L.)- (11), en medio dcido genera
las megastigmatrienonas, compuestos impacto en el aroma de vinos,
brandys y jugos de uva.

El 3-hidroxi-5,6-epoxi-B-ionol, caracterizado como glucésido en tabaco,
en hojas de endrino y en hojas de manzana (11), bajo condiciones dcidas
genera actinidoles (importantes en el aroma de vinos blancos, brandys v
jugos de uva tratados térmicamente) y TDN (nota desagradable, parecida a
kerosene que se genera en algunas clases de vinos).

El vomifoliol encontrado cominmente en muchas especies vegetales como
glucésido, es un precursor importante de teaspironas y vitispiranos los
cuales son componentes importantes del aroma del vino presentando notas
florales-frutales agradables (12).

Los isomeros 3-oxo-retro-a-ionol (I y 1I), se han encontrado como voliti-
les enlazados glicosidicamente en carambola, lulo, maracuyd y uva (11).
En maracuyd morado se realizaron estudios de degradacién sobre retro-o-
ionoles (13), particularmente sobre el 3-hidroxi-retre-a-ionol, encon-
traindose que este compuesto es precursor natural de edulanos, compues-
tos «impacto» del aroma de esta variedad de maracuya .

Dada la alta concentracién de estos compuestos Cj3-norisoprenoides en-
contrados en forma enlazada en las hojas de lulo, puede pensarse que
ellos juegan un papel importante como precursores de voldtiles en esta
planta. Experimentos en este sentido estdn siendo realizados por nosotros
actualmente, con el objeto de aislar e identificar cada C3-norisoprenoide
glicoconjugado y luego establecer la naturaleza de los volitiles origina-
dos a partir de estos precursores, teniendo en cuenta que la planta es un
sistema dindmico donde todas sus partes se interrelacionan mutuamente.

Compuestos aromdticos. Estos compuestos constituyen el 30.5 % de los
voldtiles generados por hidrélisis, todos presentan estructuras tipo Cg-C.
Cg-Cq, C4-C3 v C4-Cy, con diferentes sustituciones hidroxi- y metoxi-.
Estos compuestos se consideran productos derivados de fenilpropanoides
(dcido cindmico) por degradacién de la cadena y reacciones de elongacion.
En este grupo predominan el 4-vinil fenol y el 4-vinil guayacol, que se
caracterizaron por tener notas olfativas desagradables que los hace inde-
seables en productos alimenticios procesados. Sin embargo vale la pena
resaltar que el 2,3-dihidroxi-benzoato de metilo, a diferencia de los ante-
riores, presenta notas olfativas agradables (dulces, almibaradas).
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Alcoholes monoterpénicos. Estos voldtiles constituyen otro grupo impor-
tante (12.3%) entre los compuestos presentes como voldtiles enlazados en
hojas de lulo, presentan notas dulces y perfumadas. Predominan en este
grupo los p-mentendioles, de los cuales es poco lo que se ha reportado en
la literatura; s6lo puede decirse que son compuestos influyentes en el
aroma del vino, y que aparecen durante el afiejamiento, debido a la
hidrélisis de precursores no voldtiles. También se han encontrado como
volitiles enlazados en uva (p-menten-7,8- y 6,8-dioles), en vino «Riesling»
(p-menten-8,9-dioles) (14) y en la cédscara de lulo (p-menten-7,8-diol)
(4); y se ha planteado que pueden relacionarse biosintéticamente con
otros terpenoles (p. ej. a-terpineol) (14).

Compuestos alifdaticos Cg.  Estos compuestos constituyen el 9.3 % de los
voldtiles enlazados en hojas de lulo y son los responsables - (Z)-3-Hexenol
y (E)-2-Hexenol- del olor a «verde» en el extracto, contribuyendo de esta
forma al aroma de las hojas, pues predominan en ellas como volatiles libres
(15). En contraste, el dcido 2-hexenoico encontrado en este extracto y
que también pertenece a este grupo de compuestos, presenta una nola
floral.

Estos resultados muestran a las hojas de lulo como una excelente «fuente
natural» de Cj3-norisoprenoides, constituyéndose en un buen material ve-
getal para el estudio de la quimica de estos compuestos (estructuras y
transformaciones) que poseen agradables propiedades sensoriales. Ade-
mds este estudio demuestra que las hojas de lulo, actualmente desechadas
después de la cosecha (en los cultivos son cortadas después de la cosecha
para proteger la planta de la infeccidén de hongos y bacterias), pueden
convertirse en materia prima para la industria de aromatizantes (hidrélisis
de precursores glicosidicos, cultivo de tejidos de hojas de lulo que gene-
ren tales Cyz-norisoprenoides o transformaciones quimicas de dichos
compuestos que den origen a otros voldtiles), eliminando previamente los
compuestos fenélicos. Esta es una aplicacién importante, en vista de que
actualmente se estdn buscando fuentes alternativas de voldtiles, que sean
mas fdciles de manejar, que sean naturales y que produzcan alto rendi-
miento.
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