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Metabolémica Aplicada al Estudio del Olor y Sabor del Fruto del Tomate

Resumen

El olor y el sabor del tomate (Solanum lycopersicum) estdn influenciados por
diferentes compuestos naturales presentes en el fruto. Entre los responsables de producir
estas caracteristicas sensoriales se encuentran los azticares, 4cidos organicos y los
compuestos orgdnicos volatiles (COVs). Muchas investigaciones se han centrado sobre
los dos primeros grupos de compuestos con resultados exitosos, mientras que para los
compuestos volatiles la complejidad de su propia naturaleza presenta un enorme desafio
en la busqueda de esclarecer su aporte en el olor y sabor del tomate.

La presente tesis doctoral estd focalizada en el estudio de 101 metabolitos volatiles
encontrados en frutos de 20 variedades de tomate y su relacién sobre la influencia en el
desarrollo del olor y sabor caracteristico. Las variedades de tomate estudiadas
corresponden en su mayoria a genotipos de tipo criollo, originarias de la regiéon noroeste
de la Argentina, con caracteristicas sensoriales y metabdlicas diferentes a los frutos
cultivados a gran escala de la actualidad. Se debe destacar que las variedades criollas de
tomate no han sido anteriormente caracterizadas mediante perfiles metabdlicos de
compuestos orgdnicos volatiles.

También fue realizado un andlisis sensorial de los frutos que conjuntamente con
el estudio de los metabolitos volatiles permiti6 discriminar las variedades de tomate maés
aceptadas sensorialmente y describir los compuestos quimicos contenidos en los frutos
de los cultivares de mayor interés. Asi mismo, utilizando una novedosa técnica de
analisis multivariado como el Andlisis por Redes Neuronales Artificiales (ARNeu), fue
posible determinar una serie de metabolitos volétiles y sefales sin identificar
estrechamente correlacionados con el olor y sabor del fruto del tomate. Los compuestos
quimicos asociados a las variables sensoriales de mayor importancia para este estudio
contuvieron a los conocidos compuestos voldtiles de impacto y 16 metabolitos que hasta el
momento no han sido relacionados como potenciales contribuyentes al olor y sabor del
fruto. En forma original los metabolitos 2-etil-1-hexanol, p-ment-1-en-9-al, DMHEX: 3,6-
dimetil-2, 3, 3a, 4, 5, 7a-hexahidrobenzofurano, alcanfor, terpinoleno, 2-metilacetofenona,
1-fenil-1-propanol, 6xido gerdnico, 2-dodecanona, decanal, p-metoxitolueno, 3-
metilheptil acetato, benzofenona, B-metil ionona, salicilato de propilo y salicilato de
isoamilo comprenden los nuevos compuestos organicos volatiles ligados al olor y sabor
del fruto del tomate como resultado de las investigaciones abordadas en esta tesis.

Es importante mencionar que fue posible determinar, mediante diferentes anélisis
de correlacién sobre el olor y sabor del fruto del tomate, la influencia de grupos de
metabolitos volatiles, discriminados segtin su origen metabdlico y los grupos funcionales
presentes en su estructura.

Debe destacarse que mediante el empleo de un analisis metabolémico incluyendo
nociones tedricas y practicas de biologia, quimica analitica, quimica orgédnica y estadistica
ha permitido brindar resultados acerca de la participacion e influencia de determinados
compuestos volatiles, grupos funcionales y vias metabdlicas en la generacién de las
caracterfsticas sensoriales percibidas en los frutos de tomate.
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Capitulo I - Introduccién General

INTRODUCCION GENERAL

El origen del tomate

Las Solanaceas conforman una de las familias mds amplias en el reino vegetal,
conteniendo una gran cantidad de especies, aproximadamente entre 9000 y 10000,
habitando en una enorme diversidad de ambientes. Miembros de esta gran familia se
encuentran distribuidos en todos los continentes, pero la mayor diversidad esta ubicada
en la region comprendida entre el sur de EEUU y Méjico hasta la Patagonia. Dentro de
esta familia se encuentra el género Solanum aportando alrededor de 2000 especies
distribuidas en variados ambientes como selvas tropicales, regiones costeras, zonas
montafiosas y desiertos inhdspitos.

Pertenecientes a este género Solanum se encuentran importantes especies de
interés agronémico como la papa (Solanum tuberosum), el tomate (Solanum lycopersicum) y
la berenjena (Solanum melongena)il.

El tomate es una planta herbacea anual, de gran importancia comercial debido a
sus frutos comestibles. Tuvo su origen en las zonas montafiosas de Los Andes en
América del Sur, incluyendo las regiones del norte de Chile, Bolivia, Ecuador, Colombia
y Perti. Ademds de la especie S. lycopersicum, tinica especie domesticada, han podido
identificarse al menos otras 12 especies silvestres relacionadas. Entre las especies mds
renombradas distribuidas en esa extensa regiéon se han clasificado algunos tomates
silvestres, como por ejemplo S. pimpinellifolium, S. pennellii, S. habrochaites (especies de
zonas terrestres), S. cheesmaniae y S. galapagense (endémicos de la isla de Galapagos,
Ecuador), entre otrosl2l.

Domesticacién y mejoramiento del fruto del tomate

Ancestralmente, el tomate fue llevado por los pobladores originarios desde su
hébitat silvestre en las zonas andinas hacia las planicies de América Central. De esta
manera se inicié6 el primer evento de domesticacion de la especie donde fueron
seleccionados los genotipos de mayor interés alimenticio, que luego serian distribuidos
por diferentes civilizaciones en el resto de América. Siglos posteriores con la llegada de
los europeos a América y sus progresivos viajes, esta nueva especie fue introducida en
las huertas del resto del mundo. Sin embargo se presume que en los viajes de retorno
solo unas pocas variedades de semillas y plantas fueron llevadas hacia el viejo
continente. Precisamente a partir de esos pocos individuos seleccionados comenzé a
perfilarse el fruto del tomate moderno que se conoce en la actualidad.

La eficiencia en la domesticaciéon del cultivo y los constantes procesos de
mejoramiento han tenido un efecto muy importante sobre la variabilidad genética de la
especie. Histéricamente se asume que el proceso se inicié con una serie pequefia de
individuos, seleccionados como los mas aptos. Estos pocos individuos comenzaron a
cruzarse generando descendencia con caracteristicas genéticas similares. Posteriormente
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esta nueva generacién comenzd a cruzarse entre pares progresivamente produciendo
una dréstica reduccién de la variabilidad genética en la especie S. lycopersum.

Estudios genéticos postulan que la fuerza evolutiva conocida como deriva génica
fue uno de los principales responsables de esta reduccién en la variacién en el genoma
del tomatel®l. La comparacién de los genomas de especies silvestres y el tomate actual
determiné que la especie cultivable ofrece solo un 5% de variabilidad genética respecto a
sus pares silvestresl4l. Investigaciones mds recientes demostraron que entre el tomate
moderno y su par silvestre mds cercano, S. pimpinellifolium, hay solo 0.6% de divergencia
distribuida en los doce cromosomas que componen su genoma y 8% con el genoma de la
papall .

Sin embargo, a pesar de la corta distancia genética que separa estas especies de
tomate las diferencias en los frutos pueden observarse en el tamafio, color, textura de la
piel, cantidad y tamafio de las semillas. Metabélicamente la variabilidad genética
también estd representada en los compuestos quimicos presentes en los frutos, estos
metabolitos ademds de cumplir con roles fisiolégicos especificos poseen una enorme
influencia en la apreciacién del aroma y sabor en cada una de las especies.

Los programas de mejoramiento de la especie han pasado por diferentes intereses
a medida que transcurrian las épocas. Algunas de las caracteristicas buscadas en los
mejoramientos fueron consistencia en el tamafio, forma, color, resistencia a enfermedades
y estrés abidtico, mayor rinde por planta, maduracién pareja, menor deterioro pos
cosecha. Por otro lado a expensas de obtener estas aptitudes mencionadas se han
desvanecido otras caracteristicas muy estimadas, sobre todo por los consumidores
habituales del fruto. Entre estas caracteristicas se encuentran el olor y sabor caracteristico
del fruto del tomate.

En los dltimos afios los consumidores regulares de tomate han reclamado por
conseguir, incluso a favor de pagar mayores precios, frutos con mayor calidad sensorial,
mas precisamente incluyendo un salto de calidad en el olor y el sabor del fruto.

Los compuestos orgdnicos volatiles que produce naturalmente el fruto poseen
una enorme influencia sobre estas caracteristicas sensoriales, sin embargo debido a que el
origen y la regulacién de estos metabolitos tiene un cardcter multigénico aun no ha
podido esclarecerse en profundidad las relaciones entre los mismos y su aporte en el
desarrollo del olor y sabor de la especie.

Recientemente enfoques basados en las ciencias denominadas dmicas como la
gendmica, transcriptémica, protedmica y metabolémica y la informacién disponible
luego de la secuenciacion del genoma de la especie, han podido esclarecer algunos
intrincados aspectos sobre este complejo caracter desarrollado en el fruto del tomatel5. ¢l.

Metabolémica

La metabolémica se define como el estudio de toda la porcién de metabolitos
contenidos en un organismo. Un anélisis metabolémico contempla el andlisis simultdneo
a gran escala de un organismo ofreciendo resultados intimamente asociados al genotipo
expresado por el individuo estudiado bajo la influencia del ambientel”l. Las técnicas
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analiticas predominantes aplicadas en la metabolémica para estudiar un organismo son
la Espectrometria de Masas (EM) y la Resonancia Magnética Nuclear (RMN). Existen dos
estrategias generales de estudio en esta ciencia dmica, el estudio metabolémico dirigido
(targeted metabolomics) y no dirigido (untargeted metabolomics). La primera de ellas, se
concentra en determinar los aspectos ligados a una via metabdlica particular que posee
una incidencia conocida sobre un suceso biolégico especifico. La otra variante, se focaliza
en obtener una medida de todos los metabolitos medibles contenidos en una muestra
biolégica en un determinado contexto biolégico.

El metaboloma representa el udltimo nivel en un sistema biolégico y los
metabolitos son considerados las entidades funcionales del mismo. Este complejo sistema
puede ser modificado por diferentes agentes como por ejemplo perturbaciones
ambientales, estrés bittico, abidtico y nutricional o por procesos transgénicos. Si bien es
un excelente complemento de informacién, la metabolémica al contrario de las demds
ciencias dmicas, puede ser realizado e interpretado sin pleno conocimiento del genoma de
la especiel8]l. Sin embargo, debe considerarse la complejidad de los sistemas biolégicos,
los cuales son controlados por diferentes niveles de bioregulacién y dindmicamente
conectados unos a otros. Cada nivel organizacional modula diferente informacién
fisiolégica y eventos celulares que impactan sobre otros niveles del flujo biolégico. En la
Figura 1 se esquematiza la porcién de estudio de las ciencias dmicas mas desarrolladas
dentro del flujo de informacién biolégica.
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\-/\_E«JLM,EJ/)( 7
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Proteinas i
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Figura 1. Diagrama del flujo de informacion biolégica y su relacién con las ciencias dmicas

La amplitud del metaboloma ofrece diversos inconvenientes para llevar a cabo
con éxito un andlisis metabolémico. Debido a la extensa naturaleza de los metabolitos
expresados, es imposible determinar bajo las mismas condiciones todos los compuestos
de interés. Por ello es necesario definir que seccién del metaboloma, de acuerdo a sus
caracterfsticas fisicoquimicas y bajo que técnica de andlisis, se pretende orientar el
analisis.

El procedimiento de andlisis cuenta con diferentes subprocesos contiguos que dan
origen a los resultados finales de la metodologia. Un esquema general involucra 1) la
obtencion de los individuos a analizar bajo determinadas condiciones fisioldgicas, 2) la
adquisicién de la porcion del material de estudio, 3) preparacion y tratamiento de las
muestras, 4) analisis instrumental, 5) ordenamiento de los datos, 6) analisis
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quimiométricos, 7) interpretacion de los resultados, 8) correlacién biolégica con los
individuos estudiados!®-111,

Por otro lado, la metabolémica es una ciencia interdisciplinaria que requiere
conocimientos de biologia, quimica analitica, quimica orgénica, estadistica e
informéticallll.  En la actualidad, los andlisis de base metabolémica estdn siendo
aplicados complementariamente a muchas ciencias derivadas de la biologia, como por
ejemplo la medicinal’2 13], nutriciénl!4 151 y biotecnologial’él con objeto de profundizar el
conocimiento acerca de las relaciones entre todos los niveles biolégicos de un organismo
y su interaccion con el medio ambiente. Entre los organismos mads estudiados pueden
nombrarse a los seres humanos, los microorganismos, plantas y animales.

Respecto de los organismos vegetales, las especies de interés econémico han
marcado tendencia en estos estudios. Sobre los cultivos involucrados en la produccién de
alimentos se han centrado numerosos estudios metabolémicos que proporcionen valiosa
informacién para mejorar las cualidades nutritivas y sensoriales de los derivados
alimenticios de estas especies vegetales!'’l. El fruto del tomate no ha sido una excepcién a
esta corriente de estudios, por el contrario, es uno de los organismos modelo utilizados
con mayor frecuencia debido a su gran importancia econémica y nutricional en la dieta
humanal's 191,

Los estudios metabolémicos del tomate han aportado valiosos conocimientos
para descifrar los complejos procesos que dominan el metabolismo de esta especie. Por
ejemplo, el cambio en los niveles de produccién de diferentes metabolitos durante el
proceso de maduraciéon y desarrollo del frutol?], la biosintesis y regulaciéon de
precursores bioactivos como carotenoides, tocoferoles y clorofilal?l. 221, o procesos ligados
al metabolismo de los azticares y acidos organicos con importantes efectos sobre la
calidad y el manejo pos cosecha de los frutos [21. Sin embargo, debe destacarse que el
mayor porcentaje de estudios realizados se concentran sobre el metabolismo central del
tomate. Sobre esta porcién del metaboloma, en general, se obtienen perfiles mds estables
que los observados del estudio del metabolismo secundario, como por ejemplo los
metabolitos volatiles. El estudio de estos tltimos, comprenden un gran desafio debido a
la enorme diversidad, variabilidad, dificultad de determinacién analitica y la escasa
concentracion presente en los distintos tejidos de la planta del tomatel24l.

Analisis Estadisticos Multivariados

Los datos provenientes de estudios metabolémicos, comprenden una inmensa
cantidad de informacién proveniente de la determinacién de cientos a miles de pequefias
moléculas de un organismo de estudio. Los andlisis estadisticos de estas mediciones
requieren de metodologias de andlisis robustas capaces de analizar e interpretar
complejas interacciones entre los analitos considerados!23l.

La comparacién de diferencias entre individuos considerando sélo una variable
metabdlica es comtinmente analizada mediante el uso de técnicas univariadas de andlisis,
como el Analisis de Varianza (ANAVA) o la Prueba t de Student (t-test). Sin embargo,
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cuando es necesario explorar relaciones entre muchas variables medidas con los
organismos estudiados se recurre a las técnicas estadisticas multivariadasi2el.

Las metodologias de andlisis multivariadas comtinmente utilizadas en estudios
metabolémicos son Andlisis de Componentes Principales (ACP), Andlisis de
Conglomerados (AC), Regresion de Cuadrados Minimos Parciales (mejor conocido por
sus siglas en inglés PLS) y otras variaciones de similares de estasl27. 23],

El ACP representa un modelo lineal mixto no supervisado que permite explicar la
variabilidad dentro de los datos mediante nuevas variables normalizadas, los
componentes principales (CPs). Estos nuevos ejes son construidos mediante
combinaciones lineales ortogonales normalizadas a partir de las variables originales y
ordenados de acuerdo al porcentaje de variabilidad que permiten explicar. La matriz de
datos es factorizada en dos nuevas matrices, una que proyecta la posicion de las
observaciones y otra que demuestra la importancia de las variables originales en la
transformaciéon de los datos. Entre las ventajas que ofrece puede mencionarse a la
importante reducciéon de la dimensionalidad y una consecuente facilitacion en la
interpretacion de los datos. Ademds, ofrece una intuitiva visualizacién gréfica de los
resultados (biplot) que permiten agrupar y clasificar conjuntos de observaciones en
forma simplel?3l.

Debido a su extensa aplicabilidad y su sencillo entendimiento gréfico, los ACP se
han convertido en un punto de partida en la visualizacion e interpretacion de los datos
metabolémicos.

Los AC representan otra técnica de andlisis multivariado no supervisado. Dentro
de este grupo también pueden nombrarse a los Mapas Auto-Organizativos (SOM: Self
Organizing Maps), los Agrupamientos Jerarquicos (HCA: hierarchical cluster analysis) y k-
means. Los métodos de agrupamiento permiten la visualizacién y clasificaciéon de
acuerdo a las similitudes o diferencias intrinsecas de las observaciones experimentales(?3l.
Inicialmente se parte de una matriz de datos que luego es transformada en una matriz de
proximidad que mide la distancia (semejanza) entre pares de objetos. La forma cldsica de
obtener estas medidas es a partir de la distancia euclidea entre n puntos (observaciones)
dentro de un espacio n-dimensional28l.

Importancia Sensorial de los Alimentos

Los compuestos orgénicos volatiles (COVs) son las moléculas encargadas de
generar el olor de un alimento, por ello el andlisis de COVs en productos alimenticios
posee un gran interés por sectores econémicos y académicos que se involucran en la
industria alimentaria. Los compuestos volatiles ademds de generar el olor se combinan
con la apreciaciéon gustativa, en boca, produciendo la respuesta sensorial denominada
aroma (flavor en lengua inglesa).

Se conoce que el aroma de un alimento es de gran importancia como estdndar de
calidad y ademds puede ofrecer informacién acerca del aporte nutricional, eleccién
subjetiva y preferencia de un alimento por parte de los consumidores.
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En general la cantidad de COVs presentes en los alimentos suele encontrarse en
proporciones muy pequefias, alrededor de 10 a 1000 ppbi?l. A pesar de presentarse en
infimas concentraciones poseen un notable impacto sobre la percepcién sensorial. Las
moléculas voldtiles son detectadas por receptores especificos ubicados dentro de la
cavidad nasal, precisamente en el epitelio olfatorio. Alli estdn ubicadas las neuronas
olfatorias primarias, receptores quimioactivos (uno de los mas antiguos desde el punto
de vista evolutivo), que detectan la presencia de los compuestos volétiles por medio de
un estimulo celular. A su vez este niicleo de sensores se encuentra conectado al bulbo
olfatorio que funciona como nexo entre los receptores y el sistema nervioso central
(Figura 1). El bulbo olfatorio clasifica e integra la informacién recogida y la retransmite
por los nervios olfatorios hacia estructuras neuronales ubicadas en el cerebrol3l.

Las vias olfatorias derivan también hacia la amigdala y el hipocampo, que forman
parte del sistema limbico involucrado en la emocién y la memoria. El procesamiento de
los olores por medio del sistema limbico genera una biblioteca de profundas memorias
olfativas mediante un mecanismo atin desconocido. Se cree que el complejo del sistema
olfativo tiene la capacidad de distinguir aproximadamente 10.000 olores diferentes!3l.

No obstante los receptores olfativos pueden ser estimulados por dos vias
diferentes, aunque relacionadas entre si. Una de ellas corresponde a la inspiraciéon por
nariz del aire que contiene moléculas activas (estimulo ortonasal), la otra via tiene lugar
durante el acto de masticar o beber un producto, donde la expiracién por nariz arrastra
los compuestos volatiles que estimulardn los mismos receptores ubicados en la cavidad
nasal (estimulo retronasal). Ademds esta dualidad en la percepcién del olor, se encuentra
intimamente asociada a la sensacién del sabor y textura en boca.

El acto de masticar un alimento colecta la informacién sobre el gusto, que estd
dominado por 5 sensaciones bésicas: dulce, dcido, amargo, salado y umami (altamente
relacionado al glutamato). Sobre la lengua se ubican en diferentes secciones los
receptores gustativos especificos para cada gusto bésico. En el caso de frutos, vegetales y
alimentos derivados los responsables mds importantes en estimular las papilas
gustativas corresponden en su mayoria a los diversos aztcares y dcidos orgdnicos
presentes naturalmente en estos alimentos.

Toda esta informacién organoléptica genera una compleja red de datos que
promueve en su manera mas simple y llana la formacién de una sensacién agradable o
desagradable para un determinado productol321.

Bulbo olfatorio o

Detalle de la Pituitaria Amarilla y Bulbo Olfatorio
Meurona receptora
Placa cribosa dal

N Bulbo olfatorio del estimulo olfatoric
huesa Etmoides k /
Tracto olfatorio

Pituitaria amarilla

Pliegues nasales ————

(cornetes)
Piaca cribosa del
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Figura 1. Esquema del aparato olfatorio.
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Compuestos Orgdanicos Volatiles del Fruto del Tomate

En el caso del tomate se conoce que hay reportados hasta la fecha
aproximadamente unos 400 compuestos orgédnicos volétiles (COVs) provenientes del
fruto de este cultivo.

Estos compuestos incluyen metabolitos con diferentes grupos funcionales como
acidos, alcoholes, aldehidos, cetonas, ésteres, sulfuros, furanos, epdxidos, fenoles,
lactonas y terpenos. Normalmente son producidos en mayor abundancia durante el
proceso de maduracién, cuando los cambios metabdlicos son més pronunciados y existe
una mayor tendencia hacia el catabolismo de moléculas de mayor peso molecular hacia
estos metabolitos secundarios de estructuras mdas simples. Por lo general derivan de
diferentes vias metabdlicas que involucran aminodcidos, lipidos, polisacdridos, ligninas y
carotenoides!®3l.

Unos pocos COVs han sido identificados como los “metabolitos voldtiles de impacto
para el olor” del fruto del tomate. Estos COVs han sido confirmados como los principales
responsables de producir el olor caracteristico del fruto. Sin embargo, no son mas de 25
compuestos, de diferente origen metabdlico y grupo funcional, los que se nombran en
este selecto grupo de COVsl34. Entre los mas abundantes, puede citarse al grupo de los
derivados aldehidicos de acidos grasos que confieren notas de tipo herbéceo. Sin
embargo, constantemente los estudios se orientan en la busqueda de nuevos COVs no
reportados y en demostrar que otros metabolitos volatiles también pueden ser
considerados como voldtiles de impactolél. En el Capitulo V, se desarrolla en mayor detalle
la identidad de los metabolitos voldtiles de impacto del tomate.

Evolutivamente la expresion de las moléculas activas a nivel olfatorio tenfa un
papel fundamental en atraer a organismos dispersadores de semillas. En el caso del
tomate (y otros frutos) la mayoria de los COVs con mayor impacto sobre el aroma
provienen de nutrientes esenciales y compuestos beneficiosos para la salud. En
consecuencia, se postula que existe una relacién entre la abundancia de estos metabolitos
voléatiles y la calidad nutricional del fruto. Esta relaciéon genera un importante rasgo
informativo acerca del valor nutricional de un alimento, con el mutuo beneficio de una
mayor atraccion hacia los dispersadores de semillasl34l.

Respecto de los COVs, la concentracion, volatilidad, estructura, polaridad, peso
molecular y otras propiedades fisicoquimicas juegan un papel fundamental en la emisién
de los mismos a partir del soporte que los contiene. Debe tenerse en cuenta también la
importancia de las propiedades de la matriz alimenticia, su estructura, estado de
agregacion, hidrofobicidad, humedad, fotosensibilidad, termosensibilidad, etc.

La capacidad de liberacién de un analito volatil estd gobernada por el coeficiente
de particién entre el aire y la matriz donde estd contenido, siendo este coeficiente
dependiente de la temperatura. Todas estas interacciones entre los compuestos activos
del olor y su matriz original generan una alta complejidad que debe tenerse en cuenta en
el momento de elegir una metodologia de andlisis de compuestos volatiles.

En la actualidad, el estudio de los COVs, su biosintesis y regulacién metabdlica en
el fruto del tomate es un importante motivo de investigaciones en busqueda de
respuestas que hasta el momento no han podido ser aclaradasl?l. Destacados grupos de
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investigacion, han arrojado luz sobre importantes aspectos relacionados a los genes
involucrados en la biosintesis de COVs utilizando modelos basados en lineas de
introgresion (ILs) entre las especies S. lycopersicum, S. pennellii y S. habrochaites o lineas de
plantas con mutaciones especificas. Puede citarse por ejemplo el descubrimiento de
diferentes locus distribuidos en los cromosomas de la especie afectando una gran
cantidad de metabolitosi*l. Un caso muy particular fue reportado en el cromosoma 8
afectando la produccién de importantes COVs de impacto provenientes del metabolismo
de la fenilalanina como fenilacetaldehido, bencilnitrilo y 2-feniletanol(37, 38,

Por otro lado, también se desprenden investigaciones enfocadas en acentuar la
determinacién masiva de COVs de los frutos de tomate identificando nuevos metabolitos
del perfil de COVs. Uno de los trabajos mds extensos hace mencién a 322 metabolitos
obtenidos de 94 variedades y especies diferentes de tomatel3°.

Otros trabajos hacen mencién acerca de la relacion de los COVs y el desarrollo de
las caracteristicas organolépticas como pardmetro de calidad en el fruto del tomatel4l.
Distintos enfoques han tratado de correlacionar la informacién metabélica y sensorial por
medio de ensayos de simulacién de matrices biolégicas y métodos estadisticos!*!-44l. Este
tipo de investigaciones presenta una especial atencién por parte de los mejoradores de la
especie de tomate debido a que como fue comentado, aun no han podido desarrollarse
variedades de tomate que cumplan con los altos estdndares de calidad reclamados por
los consumidores.

La basqueda de la expresion de caracteristicas beneficiosas en los frutos actuales
de tomate ha llevado a investigar diferentes variedades y especies de tomate silvestres
relacionadas que puedan ser considerados como fuentes de recursos genéticos para el
mejoramiento de la especiel®®. Es conocido que la expresiéon de una determinada
caracteristica metabdlica esta influenciada por el genotipo de la planta y por la presién
ambiental que rodea el organismo. Debido a esto, el estudio de variedades y especies de
tomate con potenciales caracteristicas productivas que puedan incorporarse al cultivo
actual se encuentra en auge en los tltimos afiosl'® 45l. Las investigaciones orientadas a los
COVs, también se asocian a esta estrategia de andlisis en busca de descifrar y promover
nuevas posibilidades de mejoramiento de la calidad sensorial del fruto del tomatel46 471,

10
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OBJETIVOS DEL TRABAJO DE INVESTIGACION

Escenario de la Tesis Doctoral

Los recursos genéticos naturales son uno de los bienes mas valorados, y en
algunos casos menos explotados, por la soberania nacional. En la provincia de Mendoza
se cuenta con una colecciéon de semillas de tomates (S. lycopersicum) originarias de la
regién norte andina del pais, denominadas variedades criollas. Este germoplasma de
tomates ofrece una rica posibilidad de oportunidades para aprovechar estos recursos
genéticos con el fin de mejorar las caracteristicas actuales de este importante cultivo.

El presente trabajo de investigacion se encuadra dentro de un proyecto
interdisciplinario en red involucrando diferentes grupos de investigacién de la Argentina
con el fin de revalorizar los recursos agronémicos propios y fomentar el desarrollo de
variedades de tomate capaces de cumplir con las exigencias modernas de calidad que
recaen en la actualidad sobre este fruto.

El estudio fue centrado en determinar los compuestos organicos relacionados a la
calidad organoléptica en variedades criollas de tomate. Si bien estas accesiones no poseen
relevancia comercial debido a sus caracteristicas agronémicas, estos cultivares de tomate
poseen cualidades sensoriales muy superiores al tomate comercial producido en
cosechas intensivas y a gran escala en la actualidad.

Objetivo General

El objetivo general estd focalizado en el estudio de la porcién volatil del
metaboloma de distintas variedades criollas y cultivables de tomate (S. lycopersicum) para
identificar cudles metabolitos tienen implicancia en el desarrollo del olor y el sabor del
fruto del tomate. Estos compuestos quimicos serdn considerados como potenciales
marcadores de calidad capaces de incorporarse en futuros procesos de mejoramiento de
la especie.

Objetivos Especificos

* Desarrollar una técnica que permita extraer, separar, identificar y cuantificar los
metabolitos voldtiles presentes en el fruto del tomate.

* Evaluar las caracteristicas sensoriales de los frutos de tomate elegidos para la
determinacién metabolémica de los compuestos organicos volatiles (COVs).

11
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Determinar por medio de diferentes andlisis quimiométricos las asociaciones y
correlaciones entre la informacién sensorial y metabélica obtenida de los frutos
de tomate.

Identificar los responsables quimicos de las caracteristicas sensoriales
desarrolladas en las diferentes lineas de frutos ensayadas.

12
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INTRODUCCION AL ANALISIS DE COMPUESTOS
ORGANICOS VOLATLES

Metodologias de Analisis de Compuestos Organicos Volatiles

Las estrategias que se utilizan en el andlisis de COVs son muy diversas y estas
dependen de las propiedades de la matriz y de los analitos de interés. Sin embargo
determinados pasos coinciden en la mayoria de las metodologias de andlisis de
compuestos volatiles.

Los procesos que intervienen en el andlisis de COVs incluyen:

1) Aislamiento de los COVs de la fracciéon no volatil de la materia
2) Concentracién de los COVs aislados

3) Separacién analitica de los constituyentes de la fraccién volatil
4) Identificacion y cuantificacion de los COVs

Los métodos para determinar COVs pueden separarse en dos amplios grupos. Es
posible nombrar los que estdn basados en la extraccién total de los compuestos volétiles
de la matriz y los métodos que se basan en la extraccion selectiva de la fraccién volatil
existente en el espacio en cabeza circundante de la muestra. Todos ellos poseen ventajas
y desventajas que deberdn ser valoradas de acuerdo a los objetivos del anélisis.

Por lo general en la mayoria de los casos un perfil de COVs por una determinada
técnica rara vez coincide plenamente con el perfil realizado por otra metodologia, cada
una de ellas brinda diferente informacién acerca de la cantidad y proporciéon de los
compuestos analizados.

Entre las metodologias de andlisis que pueden brindar valiosa informacién se
encuentra la olfatometria. Es una antigua técnica que estd basada en la apreciacion de la
intensidad del olor de una muestra juzgada por paneles de individuos (expertos y no
entrenados).

Esta técnica no permite la identificacion de compuestos o grupos de compuestos,
sino que permite aproximar el efecto e intensidad de una mezcla gaseosa sobre la
percepcién de un individuo. Las unidades referidas a esta determinacién son las
Unidades de Olor (Odour Units: OU), que se plantea como la menor cantidad de
moléculas de un analito dispersas en 1 m3 de aire capaz de ser detectada por un
individuo. De esta manera puede ser estimada la intensidad del olor de una muestra,
pero no deja de ser una determinacion subjetiva por parte de los catadores, por lo tanto
la reproducibilidad no puede garantizarse en este tipo de metodologia. Ademds los
panelistas sufren luego de un determinado tiempo la saturacion de los receptores
olfativos generando una respuesta distorsionada sobre los materiales valorados.
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Sin embargo se utiliza ampliamente porque ofrece informacién ttil que luego
puede ser analizada en conjunto con la informacién obtenida por otras técnicas de
andlisis donde es posible obtener datos individuales de los COVs de una muestralll.

Las primeras metodologias utilizadas para determinar individualmente los
componentes voldtiles de una muestra corresponden a técnicas que implicaban la
destilacion y/o extraccion con solventes. Aun siguen empledndose pero maés
especificamente en el andlisis de esencias y extractos vegetales. Una de las ventajas que
poseen es que por lo general son capaces de extraer en su totalidad toda la fraccién
volatil de la muestra, aunque en algunos casos pueden extraer también otros
componentes de mayor peso molecular de la matriz. Muchos de ellos no poseen
caracteristicas de volatilidad y dependiendo del método de detecciéon empleado, pueden
dar origen a artefactos o nuevos compuestos derivados de su descomposiciéon. Otra
caracteristica desfavorable suele presentarse cuando se utilizan temperaturas elevadas en
el proceso de extraccién, donde muchos compuestos no volatiles e incluso algunos
volatiles suelen ser térmicamente ldbiles, generando diferentes estructuras e
isomerizaciones que perjudican el andlisis de la fraccién volatil.

Ademas, excepto por la utilizacién de CO, como fluido supercritico, los solventes
utilizados en las extracciones suelen ser liquidos organicos inmiscibles en agua, por lo
general compuestos clorados, inflamables y téxicos que generan una corriente de
desecho dificil de tratar.

Todos estos inconvenientes han sido superados a lo largo de los afios por el
constante avance de nuevas metodologias de extraccion mds simples, econdmicas,
eficientes y con respeto sobre el medio ambiente.

Cromatografia de Gases

El cromatégrafo de gases es el instrumento por excelencia para la determinacion
de COVs, es extensa la bibliografia que constantemente cita el uso de este equipamiento
desde los inicios de la técnica hasta la actualidad!? 31. El principal requerimiento para que
un compuesto pueda ser detectado por cromatografia de gases (CG) es que sea volatil,
pueda ser separado en la columna cromatogréfica y detectado en las condiciones de
analisis.

El rango de compuestos que pueden ser analizados contempla los gases
permanentes, los volétiles y los semivolétiles. El detector comtinmente utilizado es el
Detector de Ionizaciéon de Llama (FID: Flame Ionization Detector) que genera sefiales
debido a la combustién de los compuestos separados al llegar al detector del equipo.

Otros de los detectores empleados en la CG es el Espectréometro de Masas (EM).
Es uno de los detectores mas ampliamente utilizados, con niveles de deteccién similares
al FID, o incluso con mayor sensibilidad en ciertos modos de adquisiciéon como por
ejemplo la monitorizacién selectiva de iones (SIM: selected ion monitoring)4l. Ademads este
tipo de detector brinda informacién adicional acerca del peso molecular, grupos
funcionales y la fragmentaciéon tipica de los compuestos analizados. Cuando una
molécula es expulsada al final de la columna cromatogréfica, ingresa en una cdmara de
alto vacio donde es impactada por un haz de electrones de alta energia (cdmara de
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ionizacién), formando un radical catiéon que posteriormente se fragmenta en iones més
pequefios con diferente relacion masa/carga (m/z, siendo por lo general z=1 para
moléculas pequefias). Luego estos fragmentos dependiendo de su estabilidad y
abundancia definen un espectro de masas particular para cada molécula ionizada.

Una de las mayores ventajas que ofrece la espectrometria de masas, sobre todo
por ionizacién por impacto electrénico (EI: electronic impact), es la generacion de librerias
de compuestos. Por ejemplo, un determinado analito si es sometido al proceso de
ionizacion en similares condiciones generara un patrén reproducible de fragmentacion.
Esta propiedad es la que se utiliza para identificar una sefial mediante la comparaciéon de
su perfil de fragmentacién con las bases de datos disponiblesl.

Existen diversos arreglos en los detectores de masas, pero los mds utilizados son
los de cuadrupolo y trampa de iones (IT: ion trap). Este tltimo tiene la ventaja de retener
y concentrar iones aumentando la sensibilidad y selectividad frente al detector
cuadrupolar. En la Figura 2 se esquematiza el disefio de un detector de trampa de iones
de un espectrémetro de masas.

En los dltimos afios ha incrementado el uso de detectores de mayor complejidad
como el detector de tiempo de vuelo (TOF: time of flight)le], triple cuadrupolo (QqQ)!,
Transformada de Fourier de resonancia del ion ciclotrén (ICR-FT)#8] y otras geometrias
para estudios de COVs y moléculas de mayor peso molecular.

Electrodos

AN

A )
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’ -—
Entrada A Salida
deiones deiones
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atrapados

Figura 2. Disefio de detector de trampa de iones.

Otra metodologia acoplada a la CG es la deteccién por olfatometria (CG-O). En el
extremo terminal de la columna cromatografica se encuentra una bifurcacién donde un
determinado analito separado previamente es detectado en forma simultdnea por dos
detectores. Uno de ellos corresponde a un FID o EM, mientras que el otro es un
dispositivo donde un operador introduce su nariz en el puerto olfatométrico (sniffing
port) y es capaz de determinar sensorialmente cada analito de forma individual. En la
Figura 3 se esquematiza un equipo con detector de olfatometria. La determinacién en el
dispositivo contiene una medida de la magnitud y la descripcion del tipo de olor
percibido, conocido como olfatograma. Por otra parte una de las controversias sobre esta
metodologia plantea la diferencia entre una sefial integrada como 4rea bajo la curva y la
intensidad medida por el olfato humano ya que estos eventos no necesariamente
mantienen una relacién lineal para determinados COVsll.
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Figura 3. Esquema de cromatégrafo de gases con detector olfatométrico

Técnicas de Andlisis del Espacio en Cabeza (Headspace Analysis)

La técnica de andlisis del espacio en cabeza (HS: Headspace) consiste en la
determinacién de los compuestos volatiles que son capaces de ser desprendidos de la
muestra sin el agregado de ningtn tipo de aditivo ni solvente. Esta técnica solo se limita
al andlisis de los compuestos que cumplen con este requisito en base a sus propiedades
fisicoquimicas.

Existen dos tipos de variantes para el andlisis de espacio en cabeza, el estético (o
de equilibrio) y el dindmico (purga y trampa). En el espacio en cabeza estético, la
muestra es colocada en un vial cerrado hasta que se logra el equilibrio de los analitos
volatiles entre el espacio en cabeza y la muestra liquida o sélida. Posteriormente se toma
una porciéon o la totalidad del aire del vial y se inyecta en el equipo de analisis,
normalmente un cromatégrafo de gases. Las ventajas de esta version de la técnica
consisten en la capacidad de extraer la totalidad de los COVs, la necesidad de no utilizar
solventes organicos, una simple preparacién de muestras y un bajo costo por analisis.

La versién de espacio en cabeza de tipo dindmico o purga y trampa, posee la
diferencia de que un gas inerte (N2 o He) se hace pasar por la muestra termostatizada
para favorecer la salida de los compuestos voldtiles hacia el espacio en cabeza. Los
niveles de deteccién en esta variante de la técnica pueden mejorarse utilizando ciclos de
extraccion sobre un mismo vial de muestra y el uso de trampas con material sorbente o
de tipo criogénicas.

Los inconvenientes que presenta esta derivacion del andlisis en espacio en cabeza
son el tipo de instrumentacién requerida que suele ser mas complejo y costoso, la posible
desnaturalizacién de analitos durante la desorciéon de la trampa utilizando elevadas
temperaturas, la minuciosa estandarizacién de los pardmetros analiticos para fines
cuantitativos y problemas de efecto memoria por una baja eficiencia en el purgado de la
trampa. Otra de las desventajas es la introduccién de trazas de vapor de agua y oxigeno
en los equipos de andlisis durante el proceso de inyeccién, siendo conocido que los
mismos pueden reaccionar con la fase de las columnas capilares disminuyendo
sistematicamente la vida 1til y afectando la calidad de los ensayos.

Sin embargo el andlisis de espacio en cabeza fundamentalmente la versién de tipo
dindmico sigue siendo una de las técnicas mds empleadas para el estudio de los COVs en
la actualidadll.
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Técnicas de Microextraccion

El analisis de compuestos volatiles por medio de técnicas de extracciéon a menor
escala es una de los variantes que mds han sido utilizadas en los tltimos afios[!!l. Este
tipo de metodologias han mostrado ciertas caracteristicas ventajosas que las han
colocado entre las mds empleadas. Entre las ventajas puede remarcarse una gran
sensibilidad, sencillez, inexistente o bajo volumen de solvente orgadnico empleado,
minimo pre-tratamiento de la muestra, automatizacién y capacidad de medir muestras
s6lidas, liquidas o gaseosas.

Algunas de las técnicas de microextracciéon mds utilizadas son microextraccioén en
fase solida (Solid Phase Microextraction: SPME), extraccién mediante agitador con sorcién
(Stir-bar sorptive extraction: SBSE) y microextraccion en fase liquida (Liquid Phase
Microextraction: LPME).

Las dos primeras metodologias estan basadas en las capacidades de sorciéon de
una matriz s6lida en contacto con la muestra, mientras que la otra técnica esta basada en
el principio de distribucién de los analitos en la fase de extraccion (solvente organico) y
la fase original donde estan contenidos.

En cuanto a las técnicas que involucran una fase sdlida, la extraccién mediante
agitador con sorcién (SBSE) ha encontrado muchas aplicaciones importantes desde su
aparicién en 1999 comercializada con el nombre de Twister ® por la empresa Gerstel
(Alemania). El principio estd basado en un agitador magnético recubierto en su
superficie por una fase sélida con capacidad de retener analitos organicos apolares
disueltos en una muestra acuosa. Inicialmente se ponen en contacto bajo agitacién la
muestra de interés y el dispositivo sorbente. Luego de un determinado tiempo de
extraccion se retira el agitador y se coloca en un dispositivo que permite, por medio de
temperatura o por un solvente orgédnico, desorber y transferir los analitos a un equipo de
andlisis. Durante el contacto con el agitador sorbente los analitos llegan a un equilibrio
entre la cantidad retenida en la superficie del dispositivo y la solucién acuosa original.
Este proceso depende del coeficiente de particion del soluto entre las fases del sistema.
Considerando las caracteristicas de los analitos y la aplicacién esta técnica puede
demandar largos tiempos de contacto entre la fase sdlida y la matriz para una extraccién
eficiente.

El avance méas novedoso que ofrece SBSE esta relacionado sobre todo a una gran
superficie disponible de sorcién, posibilitando un gran poder de enriquecimiento y
alcanzando niveles de detecciéon muy bajos. La determinacién de compuestos organicos a
nivel de trazas, como es el caso de pesticidas en matrices vegetales, es una de las
aplicaciones mas empleadas mediante esta técnical!2l.

Entre las desventajas que pueden nombrarse se destacan los largos tiempos de
extraccion (en la mayoria de casos superiores a los 60 minutos) necesarios para alcanzar
buenos niveles de sensibilidad, la poca variacién en las fases sorbentes disponibles
comercialmente y la obligaciéon de adquirir un médulo adicional para la desorcién
térmica. Sin embargo la limitacion mdas importante que tiene es la imposibilidad de
utilizarse sobre matrices sélidas, necesariamente la matriz debe estar disuelta en algin
medio liquido para obtener buenos resultados*3l.
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Microextraccion en Fase Sélida

Otra técnica basada en el mismo principio de extracciéon es la microextracciéon en
fase solida (SPME), en este caso los compuestos organicos sufren la absorciéon o
adsorcién, dependiendo de la fase, sobre una pequefia matriz sélida modificada y una
posterior desorcién por medio de temperatura o solventes al inyectarse en un equipo de
analisis. A principios de la década del 90, Pawliszynl[!4l y colaboradores desarrollaron la
metodologia utilizando un proceso similar al actual, cuando intentaban transferir
compuestos orgédnicos retenidos en la superficie de fibras 6pticas dentro del inyector de
un cromatografo de gases.

El primer disefio fue sobre la base de una microjeringa, donde el émbolo fue
sustituido por una fibra de silice fundida de didmetro pequefio que en uno de los
extremos estaba recubierta por una fina capa de material sorbente. El primer material
polimérico utilizado para retener los compuestos orgdnicos fue polidimetilsiloxano
(PDMS), quimicamente inerte, con gran eficiencia para retener compuestos hidrofébicos
y capaz de soportar elevadas temperaturas que normalmente son utilizadas en los
inyectores de los cromatdgrafos gaseosos.

La posibilidad de montar el dispositivo sobre una jeringa modificada (Figura 4)
le permitié resguardar la fragil fibra de silice dentro de la aguja metdlica, siendo esta la
que soporta fuerzas mecdnicas y capaz de atravesar septas para poner en contacto el
material sorbente con la muestra de interés.

Ajuste de
Guia de Visor exposicion Aguja Recubrimiento
Embolo  Posiciones de cololr de agl.uja Metéllica Expuesto
= — o [N i
-
Jeringa Unidn de soporte
Manual y fase sorbente

Figura 4. Jeringa de SPME manual

Inicialmente se utiliz6 en circunstancias donde la fibra tenia contacto directo con
la muestra (DI-SPME), que normalmente eran medios acuosos que contenian disueltos
compuestos organicos. Pero a medida que la técnica se diversifico al andlisis de matrices
mas complejas surgié la necesidad de implementar su uso en el espacio en cabeza
(Headspace Solid Phase Microextraction: HS-SPME)151. En la Figura 5 se esquematizan los
procesos de microextraccién directa y en espacio en cabeza.

a) b) |

Figura 5. Esquematizacién del proceso de SPME a) directa b) en espacio en cabeza
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Las aplicaciones que han surgido utilizando SPME desde su aparicion
contemplan la determinacién de compuestos orgdnicos en muestras ambientales,
alimentos y fluidos biolégicos [161.

El desarrollo de un método basado en SPME necesita diversos pardmetros que es
necesario controlar para obtener un resultado cuantitativo con buen desempefio
analitico. Todos ellos estan relacionados para favorecer la salida de los compuestos
orgénicos de la muestra y ser capturados por el polimero sorbente.

Entre los pardmetros mas importantes se encuentran el recubrimiento de la fibra,
temperatura del sistema, tiempo de extraccion, agitacion de la muestra y las propiedades
fisicoquimicas de los analitos y de la matriz.

Como fue mencionado anteriormente la primera fase sorbente utilizada fue
polidimetilsiloxano (PDMS), con excelentes resultados sobre compuestos apolares. Luego
se agregaron diferentes recubrimientos como el poliacrilato (PA), més recomendado para
extraer compuestos de mayor polaridad.

A partir del afio 1993 y comercializado por Supelco (EE.UU.), salieron al mercado
una serie de fibras con diferentes recubrimientos que se adaptaban a diferentes usos y
aplicaciones!'”l. Para la determinacién de compuestos provenientes de matrices muy
complejas, como alimentos, es muy comun el empleo de fibras mixtas que poseen una
mezcla definida de exactas proporciones de polimeros sorbentes, como por ejemplo
divinilbenceno/carboxen/polidimetilsiloxano (DVB/CAR/PDMS), que permiten obtener
un perfil de analitos volatiles y semivolatiles en las mismas condiciones de extraccion.

En la Tabla 1, se muestran las fibras de SPME mds utilizadas para la
determinacién de compuestos volatiles.

Tabla 1. Recubrimientos sorbentes de fibras de SPME.
Grosor Temp Max

Recubrimiento Fases Color* Aplicaciones
(m) e P
PDMS 100 280 no ligada roja volatiles no polares
PDMS 30 280 no ligada amarilla semivolétiles no polares
PDMS 7 340 ligada verde semivolatiles no polares de alto
peso molecular
PA 85 320 entrecruzada blanca volatiles polares
DVB/ . volatiles/semivolatiles en
CAR/PDMS 50/30 270 entrecruzada gris general
CAR/PDMS 75 320 entrecruzada celeste volatiles a nivel de trazas
PDMS/DVB 60 270 entrecruzada rosa volatiles en general (HPLC)
CW/DVB 65 265 entrecruzada ‘;T;foe volatiles polares

PDMS: polidimetilsiloxano, PA: poliacrilato, DVB: divinilbenceno, CAR: carboxen, CW: carbowax. *Cada una de las fibras
de SPME posee un color particular que permite identificar cada una de las fases que componen el recubrimiento.

Las fibras disponibles actualmente pueden interaccionar de diferente manera con

los analitos de la muestra. En base al polimero que posee el recubrimiento pueden
ocurrir dos fenémenos diferentes, la absorcion o la adsorciéon (Figura 7 y Tabla 2).
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En el caso de que el soluto interaccione sobre la superficie de la fase sorbente el
evento correspondiente es la absorcién, donde las fibras presentan una gran capacidad y
los analitos no compiten por los sitios disponibles. En cambio cuando el fenémeno de la
adsorcion tiene lugar, los solutos se encuentran fisicamente atrapados dentro de la
estructura porosa del material. En este caso, los analitos si compiten por los sitios activos
de adsorcion y la fibra presenta un limite en la cantidad de COVs que puede extraer.

Tabla 2. Interaccion de los COVs con la fase sorbente
Fase Interaccién Color de la fibra
PDMS Absorcién roja
PA Absorcién blanca
DVB/CAR/PDMS Adsorcién gris
CAR/PDMS Adsorcién celeste
PDMS/DVB Adsorciéon rosa Figura 7. Esquematizacién de
CW/DVB Adsorcién verde claro los procesos de a) absorcién y

b) adsorcién en SPME

Principios de la extraccion mediante la técnica de Microextraccion en Fase
Sélida

La técnica de SPME tiene como base un sistema de equilibrio, donde los analitos
volatiles se distribuyen entre diferentes fases que componen el sistema a ensayar. Al
exponer la fase sorbente con la muestra comienza un proceso de transferencia de masa
desde la muestra hacia la fase de extracciéon, si el tiempo de exposicion es lo
suficientemente extenso se establece una condicién de equilibrio. En esta circunstancia la
transferencia de masa entre fases no es significativa, por lo cual no hay un aumento en la
acumulacion de los analitos extraidos a tiempos mayores.

La cantidad de analito extraido en tiempos de equilibrio es considerada
proporcional a la concentracién presente en la muestra mediante la siguiente ecuacion:

(1)

n es la cantidad de moles de analito retenida por la fibra, K; es el coeficiente de particién
del analito entre la fase de la fibra y la muestra, V; es el volumen de la fibra, V; volumen
de la muestra y Cy es la concentracién inicial del analito en la muestra.

En el caso de la variante de SPME sobre el espacio en cabeza, los analitos deben
migrar desde la matriz de la muestra hacia el aire para encontrar la fase polimérica
sorbente. Una de las ventajas que denota esta variacion es sobre el cuidado de la fibra, ya
que moléculas de alto peso molecular no volétiles (dcidos htimicos, proteinas) pueden
quedar retenidas y dafiar la superficie o generar artefactos en los cromatogramas al
entrar en contacto con altas temperaturas. Ademas permite el agregado de aditivos sobre
la matriz que favorezcan la salida de los COVs, como por ejemplo cambios en el pH o
fuerza idnica.
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El sistema estd conformado por una nueva fase y volumen, el espacio en cabeza,
por lo cual deben agregarse nuevos términos para relacionar la cantidad de masa
extraida a tiempos de equilibrio con la concentracién inicial en el nuevo sistema. La
siguiente ecuacion permite relacionar los términos.

_ K4K V1V Gy
KKV +KoVa+V,

(2)

n es la cantidad de moles de analito retenida por la fibra, K; es el coeficiente de particién
del analito entre la fase de la fibra y la fase vapor, K; es el coeficiente de particion entre la
fase vapor y la muestra, Vi es el volumen de la fibra, V> volumen de la muestra, Co es la
concentracion inicial del analito en la muestra y V; es el volumen del espacio en cabeza.

La cinética de extraccion en el espacio en cabeza estd limitada por la velocidad de
transferencia de masa desde la muestra hacia el espacio en cabeza, ya que los coeficientes
de difusion de los analitos volatiles en aire son aproximadamente 4 érdenes de magnitud
mayores que en medio liquido. Es por eso que a un determinado tiempo fijo la condicién
de equilibrio estd mds proxima a alcanzarse en el espacio en cabeza que bajo inmersiéon
en una fase acuosa.

La temperatura tiene un efecto muy significativo sobre la cinética del proceso, el
aumento de la misma incrementard la presiéon de vapor de los COVs forzando a
distribuirse en mayor proporcién en la fase aérea.

La agitacion de la muestra también tiene un efecto similar a la temperatura. Un
equilibrio entre la fase acuosa y la fase vapor puede lograrse mas radpidamente cuando se
incorpora una agitacién vigorosa y constante, debido a que se genera permanentemente
una nueva interfase agua-aire producto de la disrupciéon de la superficie estética
facilitando la salida de los COVs al espacio en cabeza. El efecto de la temperatura y la
agitacion, sumado a una correcta elecciéon de la fase sorbente producen un notable
incremento en la captacion de los COVs en tiempos cortos de exposiciénlisl.

En 2013 Yang public6 una recopilacién de trabajos basados en técnicas de
microextraccién sobre matrices vegetales contemplando los tltimos 5 afios, donde SPME
tiene 10 veces mds de publicaciones que otras técnicas similares. De esta manera es
posible dimensionar la utilizacién de la técnica de SPME como una de las empleadas por
las enormes ventajas que ofrece respecto de otras metodologias/'!l.

Algunas de las ventajas que es posible asociar a esta técnica son:

* Simplicidad de uso.

* Enorme versatilidad de aplicaciones analiticas.

* Bajo costo por andlisis.

» Cortos tiempos de preparaciéon de muestras.

* Procesos de extraccion, concentracion e inyeccioén en un solo paso.

* Minima o nula cantidad de solventes organicos utilizados.

* Gran capacidad de concentracién de COVs en pequefios volimenes de
fase de extraccion.
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* Capacidad de extraccién selectiva de COVs.

» Transferencia total de analitos extraidos.

* Automatizacién y adaptabilidad a diferentes equipos de anélisis.

* Excelente sensibilidad con niveles de deteccién del orden de ppb y ppt.

Recientes trabajos de investigacion sobre COVs derivados de matrices vegetales
han aportado excelentes antecedentes donde el uso de la técnica de SPME ha permitido
la determinacién sencilla de una gran cantidad de analitos volétiles con un excelente
desempefio analitico.

Song en 1998, desarroll6 una breve técnica para una rdpida adquisicién de
perfiles de voldtiles en frutillas y tomates utilizando SPME acoplado a GC-MS-TOF
comparando el desempefio con la metodologia de Anadlisis de Espacio en Cabeza
Dinamico (Purga y Trampa)*l. Por otro lado Bezman en 2003, ha buscado interpretar las
diferentes modificaciones que pueden realizarse sobre la matriz de tomate para lograr un
buen perfil de COVs mediante la extracciéon con SPMEI2. Més recientemente Zanor en
2009, utiliz6 la metodologia para obtener un amplio perfil de analitos volatiles de tomate
intentando correlacionarlos con un perfil de compuestos no volatiles pertenecientes al
metabolismo central de la especiel?ll. Mientras que Kovacs en una estrategia similar
gener6 perfiles de COVs por HS-SPME de tomates con mutaciones que afectaban la
maduracién del fruto observando una correlacién entre determinados metabolitos
volatiles que de forma indirecta sufrian variaciones dependientes del proceso de
maduracién [221,

En la bibliograffa pueden encontrarse numerosos antecedentes que involucran la
metodologia con el estudio del tomate, esto permite obtener un sélido marco de
referencia para llevar a cabo investigaciones centradas en este importante fruto.

Las ventajas expuestas de la técnica de SPME respecto de la simplicidad de su
uso, la posibilidad de automatizar el proceso, sumado a la complejidad de la matriz de
analisis y los antecedentes encontrados sobre la determinacién de COVs en productos
vegetales han consolidado la eleccién de la metodologia de Microextraccion en Fase
Solida en su versién de espacio en cabeza por cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masas (desde ahora citado como HS-SPME-GC/MS) para llevar a cabo
los objetivos del presente trabajo de investigacion.
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MATERIALES Y METODOS

Cultivo de las plantas de tomate

Las semillas de los cultivares elegidos para el trabajo de investigaciéon fueron
obtenidas del Banco de Germoplasma de la Estacién Experimental de La Consulta del
Instituto de Tecnologia Agropecuaria (INTA) en La Consulta, Mendoza, Argentina.

Las plantas de tomates fueron cultivadas en el Campo Experimental del
Instituto de Horticultura de la Facultad de Ciencias Agrarias dependiente de la
Universidad Nacional de Cuyo, Mendoza, Argentina (32°50°S, 68°52°0O, a 900 metros
sobre el nivel mar). Inicialmente se sembraron las semillas en pequefias macetas hasta
el desarrollo de hojas en la planta, luego fueron trasplantadas a tierra en una parcela
homogénea conservando un disefio aleatorio de un mismo genotipo en diferentes
sectores de la parcela. De esta manera los frutos obtenidos de las plantas estuvieron
distribuidos en diferentes sectores, cubriendo en mayor medida diferentes efectos
ambientales naturales del sitio de cultivo.

El horario de cosecha fue estrictamente conservado, debido a los posibles
cambios en el metabolismo de los frutos y plantas por la incidencia de la luz
ambiental. El horario efectivo de cosecha fue desde las 10:00 a.m. hasta las 16:00 p.m.

El cosechado fue realizado de forma manual, priorizando los frutos que
poseian una madurez similar de un determinado estrato de la planta. Se obtuvo entre 3
y 6 frutos provenientes de distintas plantas de un mismo genotipo ubicadas en
diferentes sectores de la parcelal’l. De esta manera cada fruto fue considerado como
una repeticion biolégica y analitica de un mismo cultivar.

Los frutos cosechados se trasladaron en hielo por una corta distancia hacia el
laboratorio, donde se enjuagaron con agua, se retir6 el pedtunculo de los frutos y
fueron trozados groseramente, inmediatamente fueron congelados con nitrégeno
liquido y conservados en freezer de -80°C en cajas individuales plédsticas hasta el
procesamiento de los mismos!2l.

Este ensayo fue realizado en la campafia 2008-2009, 2009-2010 y 2011-2012. La
fecha de cosecha de los frutos se realiz6 durante los meses de febrero o marzo
dependiendo de la madurez fisiolégica de los frutos en los distintos afios de ensayo.

Procesamiento de la muestra

Los frutos congelados que se encontraban en grandes trozos fueron procesados
en un molinillo eléctrico a bajas temperaturas. Este fue enfriado con nitrégeno liquido
en el momento de la molienda para evitar que las muestras se descongelaran. De esta
forma se obtenfa una muestra finamente molida que se guardé en tubos plasticos de
polipropileno a -80°C.
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Cultivares de Tomates

En los tres afios de cosecha, se colectaron frutos maduros de diferentes
cultivares que posefan diferencias de tipo morfolégico (tipo cherry, peritas y
redondos), color (rojo, amarillo, naranja y morado), y metabdlico pertenecientes a
diversos genotipos emparentados con la especie comestible S. lycopersicum. Ademads se
colectaron frutos maduros de la especie S. pimpinellifolium, una especie silvestre de
tomate relacionada con la especie comestible.

Cosecha 2009

En la primera cosecha realizada en los primeros dias de marzo de 2009 se
tomaron frutos maduros de 11 variedades de la especie comestible y de la especie
silvestre S. pimpinellifolium (LA1589). En la Tabla 1 se muestran las diferentes
variedades de tomates que se consideraron para el andlisis de COVs. El andlisis de
datos sensoriales no fue realizado sobre las muestras LA1589, 3842y 565.

Tabla 1: Cultivares de la Cosecha 2009.

N° Cultivar Codigo Especie Tipo
1 LA1589 LA1589 S. pimpinellifolium Cherry
2 CMP CMP S. lycopersicum Cherry
3 C526 572 S. lycopersicum Cherry
4 C369 569 S. lycopersicum Perita
5 ALGR 3806 S. lycopersicum Perita
6 C237 557 S. lycopersicum Perita
7 C169 552 S. lycopersicum Perita
8 C525 571 S. lycopersicum Perita
9 M82 M82 S. lycopersicum Perita
10 GPEA GPEA S. lycopersicum Redondo
11 TOPA 3842 S. lycopersicum Redondo
12 C352 565 S. lycopersicum Redondo
Cosecha 2010

La segunda cosecha tuvo lugar en el mismo sitio de cultivo que la cosecha 2009.
Durante la cosecha se colectaron 11 variedades diferentes de la especie comestible S.
lycopersicum y también frutos de la especie silvestre S. pimpinellifolium. En este caso se
agregaron algunas variedades de interés como BIGUA. Una variedad con frutos de
tipo redondo considerado de larga vida en géndola, que posee la capacidad de mantener
la firmeza de sus frutos por mayor tiempo, pero carece de las cualidades
organolépticas esperadas en un fruto de tomate. Esta variedad debido a la baja
aceptabilidad de sus frutos fue denominada como un cultivar de baja calidad.
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Todos los genotipos colectados en esta cosecha, incluyendo el cultivar silvestre,

fueron sometidos al panel de jueces para su andlisis sensorial. En la Tabla 2 se

muestran los cultivares analizados en la cosecha 2010.

Tabla 2. Cultivares de la Cosecha 2010.

Ne° Cultivar Codigo Especie Tipo

1 LA1589 LA1589 S. pimpinellifolium Cherry
2 CMP CMP S. lycopersicum Cherry
3 CheAmRed CheAmRed S. lycopersicum Cherry
4 CheAmPer CheAmPer S. lycopersicum Cherry
5 CheRedRoj CheRedRoj S. lycopersicum Cherry
6 ALGR 3806 S. lycopersicum Perita
7 C369 569 S. lycopersicum Perita
8 C525 571 S. lycopersicum Perita
9 PLAT 3836 S. lycopersicum Redondo
10 CARC 3812 S. lycopersicum Redondo
11 BIGUA BIGUA S. lycopersicum Redondo
12 ELPIDA ELPIDA S. lycopersicum Redondo

Cosecha 2012

La ultima cosecha analizada correspondi6 al afio 2012, que tuvo lugar en el

mismo sitio que las anteriores. En esta ocasién se colectaron frutos de 13 variedades

diferentes de la especie S. lycopersicum y también de S. pimpinellifolium, conformando

un total de 14 muestras de tomate diferentes. El andlisis sensorial abarcé la totalidad

de los frutos colectados. En la Tabla 3 se muestran los cultivares considerados en el

analisis de la cosecha 2012.

Tabla 3. Cultivares de la Cosecha 2012.

Ne° Cultivar Codigo Especie Tipo

1 LA1589 LA1589 S. pimpinellifolium Cherry
2 C526 572 S. lycopersicum Cherry
3 CHPM 3815 S. lycopersicum Cherry
4 C169 552 S. lycopersicum Perita
5 C359 715 S. lycopersicum Perita
6 C183 553 S. lycopersicum Perita
7 C369 569 S. lycopersicum Perita
8 €525 571 S. lycopersicum Perita
9 M82 M82 S. lycopersicum Perita
10 CZB 3819 S. lycopersicum Redondo
11 PLAT 3836 S. lycopersicum Redondo
12 PRIE 3837 S. lycopersicum Redondo
13 BIGUA BIGUA S. lycopersicum Redondo
14 EIPIDA ELPIDA S. lycopersicum Redondo
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Determinaciéon de metabolitos volatiles del fruto del tomate por HS-
SPME-GC/MS

Preparacion de las muestras de frutos de tomate

El anélisis de metabolitos volatiles de los frutos fue realizado con 1g de muestra
molida congelada. Se pes6 una cantidad cercana a un gramo en un vial de vidrio con
tapa hermética a rosca de 10 mL. Se colocé en un bafio de agua a 30°C durante 10 min.
Luego se agregdé 1 mL de solucion EDTA/NaOH 100mM con un pH=7.
Posteriormente se adicion6 2,2 g de CaCl,, se homogeneiz6 con una varilla de vidrio y
se agreg6 15 YL de solucién estdndar de 2-metilciclohexanona de concentracion 23 mg
L1 (ppm) en metanol.

Una vez agregados todos los reactivos necesarios, se introdujo en un bafio
sonicador durante 15 min. Luego se tom6 1 mL de la porcién del sobrenadante y se
introdujo en otro vial de vidrio limpio con tapa a rosca hermética para efectuar la
determinacién de compuestos voldtiles de la muestrall.

Anilisis de compuestos organicos volatiles de frutos de tomate

El anédlisis de metabolitos volatiles fue realizado en un cromatégrafo de gases
GC Varian 3800 acoplado a un detector de masas de trampa de iones Varian Saturn
2000. El proceso de extracciéon e inyeccion con SPME fue realizado en forma
automadtica por un automuestreador Varian Combi PAL instalado en el equipo de
analisis.

Los viales conteniendo las muestras de sobrenadante, primeramente fueron
incubados a 50 °C durante 10 min con una agitaciéon enérgica (500 RPM) para
equilibrar térmicamente la muestra. Luego se llevé a cabo el proceso de extraccién
empleando una fibra de SPME de DVB/CAR/PDMS 50/30 pm de 1 cm de largo
(fibra gris). Para la extraccién, la fibra fue colocada en el espacio de cabeza del vial
durante 35 min a 50 °C con suave agitacion constante (350 RPM). Luego de la
extraccion la fibra fue introducida en el inyector del equipo durante un minuto para
que la muestra se desorba en forma completa (splitless).

Para evitar cualquier problema de contaminacién entre muestras, luego de
realizar una inyeccién la fibra fue purgada durante 5 min a 250 °C con un flujo
constante de nitrégeno en el médulo de purga (bake out) del equipo.

El cromatégrafo de gases operé con una temperatura de inyector de 250°C en
forma constante. El flujo en columna fue de 1 mL min! de forma constante. La
columna cromatografica utilizada fue una columna capilar Varian VF5-ms de 30 m x
0,25 mm didmetro interno x 0,25 pm de espesor de film.

El programa de temperatura del horno del cromatégrafo de gases fue
optimizado debido a la gran cantidad de sefiales que pudieron adquirirse en las
condiciones de andlisis. En ciertas zonas del cromatograma podia observarse el
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solapamiento de sefiales dificultando la identificacién de los metabolitos extraidos.
Utilizando ajustes y gradientes de temperatura fue posible separar algunas sefales de
interés en las zonas de co-elucién del cromatograma.

El programa de temperatura optimizado del horno del cromatégrafo de gases
se encuentra resumido en la Tabla 4.

Tabla 4: Programa de temperatura del horno del cromatégrafo de gases.

Temperatura (°C) Velocidad (°C min™) Tiempo (min) Tiempo Total (min)
35 0 5 5
45 3 0 8.33
50 1.5 1.5 13.17
68 3 2 21.17
131 3 1 43.17
250 10 2.93 58

La temperatura de la linea de transferencia fue de 250 °C, la trampa de iones de
100 °C y el manifold de 80 °C. El rango de masas adquirido por el equipo fue de 30-300
masa/carga (m/z), generado por ionizacién de impacto electrénico (EI) a 70 eV. El
cromatograma fue obtenido en modo FULL SCAN (FS), barriendo las masas asignadas
en el programa del equipo.

Sin embargo, a pesar de los intentos de mejorar la separacion de las sefiales de
los COVs extraidos, aun podia identificarse zonas de coelucién en los cromatogramas.

Considerando las ventajas de la espectrometria de masas (EM) capaz de
generar un perfil de fragmentacién tipico de cada compuesto analizado, fue posible
asignar una relacién m/z que permitié inequivocamente identificar cada uno de los
compuestos que conforman las sefiales de interés.

Esta herramienta derivada del uso de la EM es conocida como Cromatograma
de I6n Extraido (EIC: Extracted Ion Chromatogram)l. El empleo de esta técnica, permitié
la identificaciéon y seguimiento de los COVs de interés mediante una m/z caracteristica
y un tiempo de retencién (TR) definido a lo largo de todos los andlisis realizadosl> ©l.

Mediante la implementacion de EIC en las muestras de interés fue posible
caracterizar 101 sefiales de interés. Entre las sefiales determinadas se encuentran
algunos COVs que no ha podido ser identificados y fueron designados como UNK
seguido de su relacién m/z mds caracteristica, como por ejemplo UNK m/z 43.

En la Tabla 5 se muestran todas las sefiales de interés y sus iones caracteristicos
determinados en los andlisis de COVs de tomates.

Tabla 5: Metabolitos Volatiles extraidos por HS-SPME-GC/MS

N° TR Nombre Nombre corto CAS m/z  Cédigo
- 17.294 2-metilciclohexanona 2mCICLOHEX 583-60-8 112 Sti
1 2.753 2-metilfurano 2mFURAN 534-22-5 82 M1
2 2.768 UNKm/z 43 UNK43 43 M2
3 3.571 3-metilbutanal 3mBUTAL 590-86-3 58 M3
4 3.996 1-penten-3-ona 1PENT30NA 1577-03-3 55 M4
5 4.266 2-etil-furano 2eFURAN 3208-16-0 96 M5
6 4.947 metil butanoato mBUTNATO 623-42-7 74 Mé6
7 5.691 3-metil-1-butanol 3mBUTOL 123-51-3 55 M7
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N° TR Nombre Nombre corto CAS m/z  Cédigo
8 6.065 UNKm/z 55 UNKS55 55 M8
9 6.192 1,4-pentadieno 14PENTDIEN 591-93-5 68 M9

10 6.306 4-pentenal 4PENTENAL 2100-17-6 83 M10
11 6.514 tolueno TOLUEN 108-88-3 91 M11
12 7.325 cis-3-hexenal C3HEXENAL 6789-80-3 69 Mi2
13 7.406 hexanal HEXANAL 66-25-1 56 M13
14 10.674 cis-2-hexenal C2HEXENAL 16635-54-4 55 Mi4
15 11.258 trans-2-hexenal T2HEXENAL 6728-26-3 55 M15
16 14.255 heptanal HEPTANAL 111-77-7 70 M16
17 14.398 1-nitropentano NITRPENTAN 628-05-7 55 M17
18 15.037 0-pineno oPINENE 7785-70-8 93 M18
19 15.753 limoneno 6xido LIMONENOXI  203719-54-4 67 M19

20 15.800 UNK m/z 83 UNKS3 83 M20

21 16.334 p-metoxitolueno pmtoxTOLUEN 3494-45-9 122 M21

22 16.800 UNK m/z 93-1 UNK93-1 93 M22

23 17.700 UNK m/z 93-2 UNK93-2 93 M23

24 18.277 trans-2-heptenal T2HEPTENAL 18829-55-5 55 M24

25 18.581 6xido gerdnico OXGERAN 7392-19-0 139 M25

26 19.079 benzaldehido BENZALDEH 100-57-7 105 M26

27 19.216 metil trimetoxi acetato mtrimtoxACET 598-98-1 75 M27

28 20.009 6-metil-5-hepten-2-ona MHO 110-93-0 108 M28

29 20.100 2-pentilfurano 2pFURAN 3777-69-3 81 M29

30 20.512 isoterpinoleno ISOTERPIN 586-63-0 136 M30

31 20.713 UNKm/z 57-1 UNK57-1 57 M31

32 20.853 6-metil-5-hepten-2-ol MHOL 1569-60-4 69 M32

33 21.192 octanal OCTANL 124-13-0 81 M33

34 22.353 UNK m/z 105 UNK105 105 M34

35 22.843 limoneno LIMONEN 138-86-3 68 M35

36 23.362 2-etil-1-hexanol 2eHEXANOL 104-76-7 83 M36

37 23.395 2-isobutiltiazol 2ISBUTIAZOL 18640-74-9 99 M37

38 24.568 2-octenal 20CTENAL 2548-87-0 83 M38

39 24.800 fenilacetaldehido PhACETALDEH 122-78-1 91 M39

40 25.832 cis-linalil 6xido cisLINALOX 11063-77-7 59 M40

41 26.697 terpinoleno TERPINOLEN 586-65-9 136 M41

42 26.813 trans-linalil 6xido transLINALOX 68780-91-6 59 M42

43 27.276 UNKm/z 58 UNK58 58 M43

44 27.373 2-metil-3-fenil-1-propeno 2m3PhPROPEN 3290-53-7 132 M44

45 27.700 guayacol GUAYACOL 9009-62-5 124 M45

46 27.956 linalool LINALOL 78-70-6 93 M46

47 28.296 2-nonen-1-ol 2NONENOL 31502-14-4 67 M47

48 28.524 2-metilacetofenona 2mACETFENON 577-16-2 119 M48

49 29.201 o-isoforona aISOFORON 78-59-1 82 M49

50 30.088 2-feniletanol 2PhETANOL 60-12-8 91 M50

51 30.426 alcanfor ALCANFOR 8031-27-4 95 M51

52 30.587 3-metilheptilacetato 3mHepACET 72218-58-7 43 M52

53 30.864 UNK m/z 120 UNK120 120 M53
54 31.379 bencilnitrilo BENZNITRIL 100-47-0 117 M54
55 31.857 bencilacetato BENCACETAT 140-11-4 108 M55
56 32.335 UNKm/z 94 UNK94 94 Mb56
57 32.754 DMHEX DMHEX 70786-44-6 137 M57
58 32.904 a-terpineol aTERPOL 98-55-5 136 M58
59 33.182 decanal DECANAL 112-31-2 83 M59
60 33.400 salicilato de metilo SALICMET 119-36-8 152 M60
61 33.415 UNKm/z 119 UNK119 119 Mé61
62 34.637 p-ment-1-en-9-al PMENT9AL 29548-14-9 94 Mé62
63 34911 dimetilbenzaldehido dmBENZALDEH  5779-94-2 133 M63
64 33.316 UNK m/z 57-2 UNK57-2 57 Mé64
65 35.707 B-citral BCITRAL 5392-40-5 69 Mé65
66 36.159 carvona CARVON 99-49-0 82 Mé66
67 36.641 2-feniletilacetato 2PhEtIACET 103-45-7 104 Me67
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N° TR Nombre Nombre corto CAS m/z  Cédigo
68 36.941 2-decenal 2DECENAL 3913-71-1 70 M68
69 37.239 o-citral aCITRAL 96680-15-8 69 M69
70 38.238 2-undecanona 2UNDECONA 112-12-9 58 M70
71 38.579 2,4-decadienal 24DECDIENAL 25152-84-5 81 M71
72 38.856 2-undecanol 2UNDECOL 1663-30-1 45 M72
73 39.003 duraldehido DURALDEH 5779-72-6 147 M73
74 39.373 UNK m/z 57-3 UNK57-3 57 M74
75 39.624 (38E)-4-metil-3-hepten-2-ona 4m3HEPTONA 22319-25-1 111 M75
76 40.570 UNKm/z 95 UNK95 95 M76
77 40.800 eugenol EUGENOL 97-53-0 164 M77
78 41.337 TRIMCICL TRIMCICL 16695-72-0 163 M78
79 41911 UNKm/z 161 UNK161 161 M79
80 42.168 3-damascenona BDAMASC 23696-85-7 69 MS80
81 42.345 2-metil-2-octen-4-ona 2m20CTNONA 19860-71-0 83 MsS81
82 42.781 UNK m/z 68 UNK68 68 M82
83 44.071 verdil acetato VERDILACET 5413-60-5 66 M83
84 44.360 UNK m/z 147 UNK147 147 M84
85 44923 geranil acetona GEACETON 689-67-8 43 M85
86 45.297 2,5-ditertbutilbenzoquinona 25DTBQ 2460-77-7 177 M86
87 45.379 lilial LILIAL 80-54-6 189 M87
88 45.684 UNKm/z 131 UNK131 131 M88
89 45.847 B-ionona BIONON 14901-07-6 177 M89
90 45.960 B-ionona ep6xido BIONONEPOX 23267-57-4 123 M90
91 46.171 2-dodecanona 2DODECONA 6175-49-1 85 Mo91
92 46.284 1-fenil-1-propanol 1PhPROPANOL 93-54-9 107 M92
93 46.299 ar-himachalen2-ol ARHIMA20L 119660-66-1 203 M93
94 46.766 salicilato de propilo SALICPROP 607-90-9 120 M94
95 46.864 UNKm/z 115 UNK115 115 M95
96 47.609 salicilato de isoamilo SALICISOAMIL 87-20-7 120 M96
97 48.189 pseudoionona PSIONONA 141-10-6 69 M97
98 48.880 B-metilionona BMIONONA 127-43-5 191 M98
99 49.188 benzofenona BENZFENON 119-61-9 182 M99
100 49.418 8-pentadecanona 8PENTONA 818-23-5 57 M100
101 50.638 a-hexilcinamaldehido aHEXCINAMAL 101-86-0 129 M101

sti: 2-metilciclohexanona agregado como estandar interno

NP° 25: 2,6,6-trimetoxi-2-viniltetrahidropirano
NP° 57: 3,6-dimetil-2,3,3a,4,5,7a-hexahidrobenzofurano
N° 78: (1E)-1-(3,5,5-trimetil-2-ciclohexen-1-ilideno)-2-propanona

corto y un c6digo para facilitar su manejo en los posteriores analisis.

Analisis de Datos

Por conveniencia cada uno de los metabolitos fue renombrado por un nombre

Las sefiales de interés fueron procesadas mediante del software Varian MS
Workstation version 6.6 e identificadas mediante la base de datos de espectros de masa
NIST 2.0 Mass Spectra Search Program Library. Cada sefial fue integrada de acuerdo a
la relacién masa/carga caracteristica definida para cada compuesto en la Tabla 2
(m/z)l5l. Cada valor de area integrada luego fue normalizada por el peso exacto de la
muestra (alrededor de 1 g) y posteriormente este valor se normaliz6 con el valor del
drea integrada del estdndar interno, 2-metilciclohexanona utilizando la relacién
masa/carga= 112. En la ecuacién 1 se ejemplifica el proceso de normalizacién de areas
utilizado.
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Area Normalizada = [L”}] % 100 (1)

Arsafti

Los datos obtenidos de la integraciéon individual de todas las sefiales de interés
y sus &dreas normalizadas para cada cosecha fueron ordenados y tabulados como
matrices de datos para ser utilizados en los diferentes softwares estadisticos. Las
tablas de datos se encuentran en los Anexos Digitales Datos COVs Cosecha 2009-2010-
2012.

Andlisis Estadisticos

Los datos surgidos de los andlisis de COVs de los cultivares en las diferentes
cosechas generaron una gran cantidad de informacién que fue procesada y analizada
mediante técnicas de estadisticas multivariadas y redes neuronales artificiales.

Las técnicas de estadistica multivariada incluyeron Andlisis de Componentes
Principales (ACP) y Andlisis de Conglomerados (AC) mediante el software estadistico
Infostat (Di Rienzo J.A., Casanoves F., Balzarini M.G., Gonzalez L., Tablada M.,
Robledo C.W. InfoStat versién 2013. Grupo InfoStat, FCA, Universidad Nacional de
Coérdoba, Argentina. URL http:/ /www.infostat.com.ar).

El estudio de redes neuronales fue realizado empleando el paquete de
programacion de la herramienta omeSOM* (versién 2.27.15, disponible en
http:/ /sourcesinc.sourceforge.net/omesom/) corriendo bajo el entorno del programa
MATLAB (MATLAB 8.0 and Statistics Toolbox 8.1, The MathWorks, Inc., Natick,
Massachusetts, United States.) [71.

Los andlisis de estadistica comparativa univariada, gréficas de barras, los
andlisis de correlacién y graficas de Heatmap fueron realizados mediante el uso del
programa Infostat, Microsoft Excel (2007), Statistica (StatSoft, Inc. (2007). STATISTICA:
data analysis software system, version 8.0. www.statsoft.com) y Plotly en linea

(https:/ /plotly/)
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Estructuras de los Compuestos Orgdnicos Volatiles Determinados en
los Frutos de Tomate
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Capitulo III - Optimizacién de la Técnica de Extraccién de Compuestos Organicos Volatiles

EXTRACCION DE COMPUESTOS ORGANICOS
VOLATILES DEL FRUTO DEL TOMATE POR
MICROEXTRACCION EN FASE SOLIDA

Optimizacién de la Extraccién de Compuestos Organicos Volatiles

La informacién que fue mencionada en el Capitulo I ha tratado de reflejar los
defectos y las virtudes de la microextraccion en fase sélida como una técnica de
extraccion donde las ventajas sobrepasan ampliamente las falencias intrinsecas de la
metodologia. Por esta razén fue elegida la técnica de SPME para llevar adelante la
determinacién de compuestos organicos volétiles del fruto del tomate.

La eleccién de una metodologia lleva asociada indefectiblemente la optimizacién
y control de determinados pardmetros analiticos que conforman el método de analisisl® 2l.
Para SPME existe una rigurosa parametrizacién del método que permite obtener un
comportamiento reproducible y constante para una gran cantidad de muestras y de
elevada complejidad como lo es el objeto de estudio de este trabajo de investigacionBl.
Los pardmetros optimizados fueron:

* Eleccién del recubrimiento sorbente de la fibra de SPME
* Tiempo de extraccion

* Temperatura de extraccién

* Cantidad de Sales Inorgénicas

* Adicién de solucién quelante

Cada uno de los pardmetros fue determinado utilizando una mezcla de diferentes
frutos de tomate maduro conseguidos en un negocio comercial de la ciudad de Cérdoba.
Estos frutos fueron tratados y procesados de igual forma que las muestras reales de
interés. De esta forma se obtuvo una gran cantidad de muestra para completar la
optimizaciéon de cada uno de los pardmetros con una mezcla homogénea de frutos
(tomate matriz).

El equipo utilizado en la optimizacion fue el mismo que ha sido descripto en el
Capitulo II: Materiales y Métodos, un cromatégrafo de gases GC Varian 3800 acoplado a
un detector de masas de trampa de iones Varian Saturn 2000, contando con un
automuestreador Combi PAL para SPME (Figura 1).

El método cromatogréfico utilizado consisti6é en la inyecciéon sin divisién de la
muestra (splitless) a 250 °C utilizando un flujo en columna de He de 1 mL min en forma
constante. La columna capilar utilizada fue una Varian VF5-ms de 30 m x 0,25 mm
didmetro interno x 0,25 um de espesor de film. El programa de temperatura del horno de
la columna fue de 40 °C durante 5 min, luego un incremento de 7 °C min hasta 200 °C y
posteriormente un incremento final de 20 °C min? hasta 250 °C, manteniendo esta
temperatura durante 5 min finales. La temperatura de la linea de transferencia fue de 250
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°C, la trampa de iones de 100 °C y la del manifold de 80 °C. El rango de masas adquirido
por el equipo fue de 30-300 m/z, generado por ionizacién de impacto electrénico (EI) a
70 eV. El cromatograma fue obtenido en modo FULL SCAN (FS), cubriendo las masas
asignadas en el programa del equipo. Bajo estas condiciones cromatogréficas se
determinaron los mejores parametros para la extraccion de COVs de la matriz del fruto

T

de tomate.

Figura 1. Automuestreador Varian Combi PAL para SPME

Recubrimiento sorbente de la fibra de SPME

La extraccion de COVs del fruto del tomate o de otras matrices similares por
SPME puede ser maximizada con el correcto uso de una fase sorbente que pueda extraer
y concentrar con gran afinidad el elevado ntiimero de metabolitos volétiles presentes en
la muestra. Debe tenerse en cuenta la diversa naturaleza quimica y las diferencias de
volatilidad que presentan los analitos que se desean analizar. Por ello es necesario
determinar el comportamiento de diferentes fibras recomendadas para este tipo de
muestras. En las aplicaciones recomendadas del fabricante y en diversos trabajos
publicados suelen utilizarse fibras de materiales mixtos como
divinilbenceno/carboxen/polidimetilsiloxano ~ (DVB/CAR/PDMS -  fibra de
identificador gris), carboxen/polidimetilsiloxano (CAR/PDMS - fibra de identificador
celeste) o polidimetilsiloxano/divinilbenceno (PDMS/DVB - fibra de identificador
rosa)l4l. En esta seccién se determinara la fibra con mejor eficiencia en la extraccion de los
COVs de tomate.

La determinacion del recubrimiento de la fibra de SPME se efectu6 utilizando una
porcién del material de frutos procesados. Se pes6é 1 g de tomate matriz en un vial de
vidrio de 10 mL con tapa a rosca y se dejé que tomara temperatura ambiente. Luego,
utilizando el automuestreador se incub6 durante 10 min a 30 °C con agitacién constante
para lograr el equilibrio térmico del sistema. Posteriormente se inici6 la extracciéon
introduciendo la fibra en el vial con la muestra. La extraccién desde el espacio de cabeza
fue de 25 min a 30 °C con agitaciéon constante y por ultimo se inyect6 en el equipo
desorbiendo la fibra durante 2 min en el inyector sin division a 250 °C. Este
procedimiento fue repetido individualmente tres veces con cada una de las fibras
mencionadas.
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Las condiciones de andlisis expuestas se repetirdn idénticamente en la
optimizacién de cada uno de los diferentes pardmetros descriptos a continuacién. En
adelante, s6lo se referirdn las condiciones explicitas del parametro a optimizar.

A partir de los cromatogramas obtenidos, se escogieron 12 sefales
correspondientes a metabolitos conocidos del tomate que se integraron y compararon
con las mismas sefiales obtenidas con las otras fibras. Los COVs elegidos se encuentran
normalmente en el fruto del tomate y abarcan distintos grupos funcionales y diferencias
en la volatilidad. En la Tabla 1 se muestran los metabolitos volatiles elegidos junto con
las dreas promedio y su desviacion estandar. Al final de la tabla se calcula el coeficiente
de variacion porcentual promedio (CV%= (desviacién estdndar/promedio)*100) como
medida de la variabilidad de cada condicién ensayada.

Tabla 1. Areas promedio y desviacién estindar de COVs extraidos con diferentes
fibras de SPME.

Analito Fibra Gris Fibra Rosa Fibra Celeste Giis R:sa Celseste
1-penten-3-ona 5342 4126 3585 933 1957 690
cis-3-hexenal 879752 1193527 978565 158863 95886 451661
trans-2-hexenal 921056 445347 229785 189887 85986 95013
1-hexanol 9735 3611 3257 4181 355 635
1-nitropentano 13525 7857 12566 2118 1552 2288
trans-2-heptenal 4173 3258 6010 418 1004 897
benzaldehido 44672 3211 15015 1207 6017 912
6-metil-5-hepten-2-ona 16407 12784 10876 1509 2848 2670
alcanfor 17962 18644 16987 3260 4683 4577
2-undecanona 56850 70273 89105 3256 5150 8491
geranil acetona 18529 5828 5294 1177 4379 1288
B-ionona 2955 1788 915 608 1015 1496
CV % Promedio 15 42 34

s: desviacién estdndar con n=3. En color se resaltan los maximos valores de drea obtenidos para cada metabolito.
Condiciones: 1 g muestra extraida durante 25 min a 30 °C con diferentes fibras de SPME.

En las Figuras 2 y 3 se grafican las dreas de algunos de los metabolitos volatiles
obtenidas con los diferentes tipos de fibras ensayadas. En base de los resultados
obtenidos puede observarse que los méximos valores de drea encontrados corresponden
en su mayoria a los cromatogramas obtenidos con la fibra gris de DVB/CAR/PDMS.

A su vez también puede observarse un efecto sobre la variabilidad, el coeficiente
de variacién porcentual promedio (CV%) para cada tipo de fibra fue 15 % para la fibra
gris, 42 % para la fibra rosa y 34 % para la fibra celeste (Tabla 1).
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Figura 2. Areas promedio de COVs extraidos mediante fibras de SPME
de DVB/CAR/PDMS (gris), CAR/PDMS (celeste) y PDMS/DVB (rosa).

Asteriscos indican resultados estadisticamente diferentes (ANOVA a=0,05)

para cada COVs en las distintas condiciones ensayadas.
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Figura 3. Areas promedio de COVs extraidos mediante fibras de SPME
de DVB/CAR/PDMS (gris), CAR/PDMS (celeste) y PDMS/DVB (rosa).

Asteriscos indican resultados estadisticamente diferentes (ANOVA a=0,05)

para cada COVs en las distintas condiciones ensayadas.

Las Figuras 2 y 3 demuestran que las dreas obtenidas para los COVs ensayados
con las distintas fibras de SPME no presentaron grandes diferencias. Sin embargo, en la

mayoria de los casos utilizando la fibra gris se obtuvieron areas ligeramente mayores.

Cualquiera de ellas ofreceria un buen cromatograma facilitando la identificacién e

integracion de las sefiales de interés. Teniendo en cuenta la desviacién analitica
encontrada en cada uno de los ensayos, la fibra trifasica (gris) es la que ofrece mejores
resultados. Considerando la maultiple naturaleza de los metabolitos y la menor
variabilidad analitica, la fibra gris de DVB/CAR/PDMS se escogié por su mayor
capacidad de extraccionl571.
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Tiempo de extraccién

El tiempo de extracciéon utilizando la técnica de SPME tiene una gran importancia
debido al efecto sobre la concentracion de los analitos en la fase sorbente de la fibra. Se
conoce que a medida que transcurre el tiempo en un sistema cerrado los analitos logran
establecer una concentracién de equilibrio entre todas las fases que componen dicho
sistema. Dependiendo de las propiedades fisicoquimicas de los analitos (volatilidad,
peso molecular, hidrofobicidad, entre otras), podrén alcanzar esta situacién de equilibrio
en menor o mayor tiempo. Por ejemplo para el benceno, un compuesto de elevada
presién de vapor, el tiempo necesario para alcanzar el equilibrio esta cercano a los 2 min,
mientras que para otro compuesto de baja presién de vapor, un semivolatil como el
fenantreno, el tiempo de equilibrio es de aproximadamente 70 minlsl.

Desde los inicios de la técnica de SPME se conocen las ventajas de trabajar en
tiempos donde los COVs han llegado a la situacién de equilibrio entre las fases
involucradas en la extracciéon. No obstante, metodolégicamente en algunas ocasiones
donde se pretende analizar compuestos organicos semivolatiles, el tiempo requerido
para el equilibrio supera ampliamente la practicidad, convirtiéndose en una gran
desventaja. Para evitar este inconveniente en muchos casos se elige trabajar a tiempos
menores a los estimados bajo la condicién de equilibrio. Esta practica permite ahorrar
tiempo en el proceso de extraccion pero a su vez tiene asociada una gran variacién de la
cantidad de masa extraida en pequefias variaciones de tiempo. En la Figura 4 se
ejemplifica la variaciéon en la cantidad de masa retenida por la fibra de SPME durante
tiempos de extraccion crecientes. En la zona de no equilibrio se observa que pequefias
diferencias de tiempo poseen un gran efecto sobre la cantidad absorbida. Mientras que
variaciones en la zona de equilibrio no producen un efecto significativo sobre la cantidad
de masa extraidall.

La implementacién del uso de automuestreadores para SPME fue un importante
avance para esta metodologia, debido a la exacta medicién de los tiempos de extraccion
que permitieron disminuir la variacién en las sefiales integradas respecto de la versién

manual.
Zonadeno Zm.\a' df"
Equilibrio Equilibrio
|
/ Equilibrio
: establecido

7

Analito
Absorbido

Tiempo de Extraccién

Figura 4. Esquema de la cinética de absorcién en SPME
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En el caso del fruto del tomate, los metabolitos volatiles cubren una amplia gama
de compuestos con diferencias muy grandes en su estructura y por ende en su presion de
vapor. Por ello es intuitivo pensar que muchos de estos COVs podrdn alcanzar una
condicién de equilibrio a tiempos muy cortos, mientras que otros compuestos de mayor
peso molecular tardardn minutos a horas en alcanzar esta situacién. Por esta razén se
optimiz6 el tiempo de extraccién en forma automdtica para la determinacién de
metabolitos volatiles provenientes del tomate.

Para determinar el tiempo adecuado de extraccién se utilizé6 un esquema de
ensayos similar al anterior en forma automatizada. Posteriormente se inici6 la extraccién
de las muestras utilizando la fibra gris trifdsica DVB/CAR/PDMS durante 30, 40 y 50
min a 30 °C con agitacién constante. Por tltimo se inyect6 en el equipo a 250 °C. Cada
tiempo de extraccién fue repetido por triplicado de forma individual e independiente.
Una vez logrados los cromatogramas se integraron las dreas de 14 sefiales que fueron
comparadas en cada condicion ensayada.

En la Tabla 2 se encuentran los metabolitos elegidos para optimizar el tiempo de
extraccion, su promedio, desviacion estdndar y el CV% promedio para cada condicién
ensayada.

Los mismos se encuentran ordenados de forma creciente de acuerdo al peso
molecular. Esta propiedad tiene un efecto muy importante sobre la presién de vapor y
volatilidad de los compuestos organicos. Como puede observarse en la Tabla 2, los
mayores valores de drea comienzan a obtenerse a medida que el tiempo de extracciéon se
hace mas extenso. Los primeros cinco COVs, de menor peso molecular, presentan valores
maés elevados de drea a tiempos menores, por el contrario los COVs de elevado peso
molecular como B-damascenona e isometilionona necesitan mayor tiempo de extraccién
para obtener sefiales con mayor relacion sefial /ruido.

Tabla 2. Areas promedio y desviacién estindar de los COVs extraidos a diferentes
tiempos de extraccion.

Analito 30 min 40 min 50 min 30 rsnin 40 Isnin 50 Isnin
3-metilbutanal 13407 12475 12022 2209 2589 2471
pentanal 8317 13212 8776 121 967 2814
1-penten-3-ona 21422 18027 10268 1631 2356 2896
3-metil-1-butanol 10217 7512 5812 459 1382 2764
cis-3-hexenal 1810000 1521000 530787 131093 190930 51093
heptanal 11443 18645 14450 109 4501 8855
benzaldehido 27308 39733 22410 15222 2749 575
6-metil-5-hepten-2-ona 34677 72514 53263 11863 1133 12762
octanal 18101 19981 13447 2003 2175 5878
cis-linalil 6xido 22180 111504 29325 9064 31649 12046
alcanfor 78082 211183 185495 22569 20245 4661
2-undecanona 96737 267924 182554 3435 18822 136630
3-damascenona 319002 492768 539308 71939 8405 158603
isometilionona 69521 121730 194550 27735 13458 79625
CV % Promedio 20 12 33

s: desviacién estdndar con n=3. En color se resaltan los maximos valores de drea obtenidos para cada metabolito.
Condiciones: 1 g muestra extraida con fibra de DVB/CAR/PDMS a 30 °C durante 30, 40 y 50 min.
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En las Figuras 5 a 7 se grafica el comportamiento de algunos de los analitos
volatiles en las diferentes condiciones de extraccion ensayadas.
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Figura 5. Areas promedio de COVs obtenidas a diferentes tiempos de extraccion (30, 40 y 50 min).
Asteriscos indican resultados estadisticamente diferentes (ANOVA a=0,05)
para cada COVs en las distintas condiciones ensayadas.
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Figura 6. Areas promedio de COVs obtenidas a diferentes tiempos de extraccion (30, 40 y 50 min).
Asteriscos indican resultados estadisticamente diferentes (ANOVA a=0,05)
para cada COVs en las distintas condiciones ensayadas.
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Figura 7. Areas promedio de COVs obtenidas a diferentes tiempos de extraccion (30, 40 y 50 min).
Asteriscos indican resultados estadisticamente diferentes (ANOVA a=0,05)
para cada COVs en las distintas condiciones ensayadas.

El anélisis de las graficas anteriores permiten observar el comportamiento de los
metabolitos de acuerdo a su volatilidad, en relacién con el peso molecular. Por ejemplo,
los COVs mas volatiles como 3-metil-1-butanol, 3-metilbutanal, pentanal, 1-penten-3-ona
y cis-3-hexenal presentan mayores sefiales al menor tiempo ensayado, mientras que los
COVs de peso molecular medio como heptanal, benzaldehido, 6-metil-5-hepten-2-ona,
octanal y 2-undecanona presentan su méximo de absorciéon en el tiempo medio y los
COVs restantes necesitan atin méas tiempo para conseguir su maximo nivel de extraccion.
A pesar de observarse una relacién entre el tiempo de extraccién y la sefial de un
compuesto orgdnico, en la mayoria de los casos el aumento del tiempo trae aparejado
una disminucién de la sefial. Esto permite observar que no resulta beneficioso extenderse
a tiempos muy extensos de extraccion.

La variabilidad aportada en cada condicién también debe considerarse para
poder juzgar el valor de este importante pardmetro. Los respectivos coeficientes de
variacién promedio para cada condicién fueron 20 % para 30 min, 12 % para 40 min y 33
% para 50 min (Tabla 2).

Considerando la extensa naturaleza quimica de los COVs en el perfil del fruto de
tomate y los resultados hallados fue necesario valorar las ventajas y dificultades para
todos los analitos de interés. En muchos casos los tiempos cortos de extraccién ofrecen
poca absorcién, mientras que tiempos medios producen en la mayoria de los casos una
excelente relacion sefial/ruido y baja dispersién. Sin embargo 40 min de absorcién
impacta en forma ineficiente sobre la gran cantidad de muestras y repeticiones como lo
demanda este trabajo de investigacion. Ademds se conoce que es posible reducir los
tiempos de absorciéon utilizando automuestreadores sin pérdidas significativas en la
determinacién de los analitos de interésli0l. Por ello se decidi6 tomar como tiempo de
extracciéon 35 min considerando que en todos los casos generard poco impacto en la
pérdida de la abundancia de las sefiales y un nivel de variabilidad aceptable para un
étodo analitico basado en la determinaciéon de multiples compuesto orgdnicos de interés.
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Temperatura de extraccién

El ajuste de la temperatura en la técnica de SPME, posee una gran relevancia en el
comportamiento analitico del método de extraccion de COVs. Este pardmetro afecta
principalmente la distribucion de los analitos volatiles en las diferentes fases del sistema
(fase acuosa, fase vapor en el espacio en cabeza y fase sorbente). Un incremento de la
temperatura tendrd como efecto un mayor enriquecimiento de los analitos en el espacio
en cabeza favoreciendo la captaciéon por la fase sorbente de la fibra de SPME.
Principalmente tendrd una mayor importancia sobre la distribucién de los compuestos
que presentan menor volatilidad en la matriz. Para esta clase de analitos organicos de
mayor punto de ebullicién, su extracciéon a temperaturas superiores a la temperatura
ambiente promueve un menor tiempo para alcanzar la condicién de equilibrio.

Para determinar la temperatura 6ptima de extraccién se utiliz6 el mismo esquema
de ensayos en forma automatizada. Una porcion de 1 g de tomate matriz fue extraida con
la fibra gris de SPME durante 35 min a diferentes temperaturas: 40 °C, 50 °C y 60 °C. Por
altimo se introdujo en el inyector del equipo desorbiendo la fibra durante 2 min a 250 °C.
Cada ensayo de temperatura de extraccion fue repetido por triplicado de forma
individual e independiente. Una vez logrados los cromatogramas se integraron las dreas
de 14 senales de COVs que fueron comparadas en cada condicién ensayada.

En la Tabla 3 se encuentran los metabolitos elegidos para optimizar la
temperatura de extracciéon. Se encuentran ordenados de acuerdo al tiempo de retencién
(TR) obtenido en los cromatogramas.

A su vez este orden de elucién se corresponde en gran forma con propiedades
fisicoquimicas de los analitos como el Peso Molecular (PM), Temperatura de ebulliciéon
(Teb) y Presiéon de Vapor (PV), informados en la Tabla 4.

Tabla 3. Areas promedio de COVs extraidos a diferentes temperaturas de extraccion.

Analito 40 °C 50°C 60°C 40i c 5050 c 60?, c
2-metilfurano 21881 17779 4439 1083 4298 2370
1-penten-3-ona 34498 28574 5397 12806 4648 3968
3-metil-1-butanol 40731 28230 25180 814 3744 8713
cis-3-hexenal 2202000 1660900 1551600 373339 253442 422885
trans-2-hexenal 1590000 1263680 1684000 932553 298489 134458
6-metil-5-hepten-2-ona 57350 65582 71806 10221 7387 19161
2-isobutiltiazol 21892 28095 19813 936 4125 9420
2-etil-1-hexanol 1272000 884245 754965 182434 103187 77195
fenilacetaldehido 28123 79447 72433 2381 1749 12822
cis-linalil 6xido 82478 143575 163607 3270 15446 87208
a-terpineol 392982 408720 430612 17080 3181 48344
salicilato de metilo 127715 335102 545254 5479 43459 188766
B-damascenona 81974 229170 552274 60439 186650 65351
geranil acetona 22159 36338 40807 1184 17080 2913
CV % promedio 18 20 30

s: desviacién estdndar con n=3. En color se resaltan los méximos valores de drea obtenidos para cada metabolito.
Condiciones: 1 g muestra extraida con fibra de DVB/CAR/PDMS durante 35 min a 40, 50 y 60 °C.
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Tabla 4. Propiedades fisicoquimicas de COVs utilizados durante la optimizacién de la
temperatura de extraccion.

Analito Peso Molecular Temp de ebullicién Presion de Vapor
(uma) °O) (mmHg)
2-metilfurano 82 66 176
1-penten-3-ona 84 70 32
3-metil-1-butanol 88 133 2.4
cis-3-hexenal 98 126 11.2
trans-2-hexenal 98 143 4.6
6-metil-5-hepten-2-ona 126 173 1.3
2-isobutiltiazol 141 180 1.1
2-etil-1-hexanol 130 186 0.21
fenilacetaldehido 120 195 0.36
cis-linalil 6xido 170 194 0.02
o-terpineol 154 219 0.03
salicilato de metilo 152 224 0.03
-damascenona 190 275 0.02
geranil acetona 194 247 0.016

Puede observarse en la Tabla 3 y en las Figuras 8 a 10, que los COVs de menor
PM, Teb y mayor PV presentan una mayor sefial en las condiciones de menor
temperatura. Por el contrario, los COVs que presentan estas propiedades en forma
opuesta, generan sefiales de menor intensidad a bajas temperaturas y sefiales mds
importantes cuando la temperatura de extraccién es mas elevada. Esto demuestra el
efecto positivo del incremento de la temperatura del sistema sobre los compuestos menos
volatiles*l. Sin embargo, al aumentar la temperatura, los analitos de menor peso
molecular demuestran una abrupta caida de la sefial en estas condicionesl!!l.
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Figura 8. Areas promedio de COVs obtenidas a diferentes temperaturas de extraccién (40°C, 50°C y 60°C ).
Asteriscos indican resultados estadisticamente diferentes (ANOVA a=0,05)
para cada COVs en las distintas condiciones ensayadas.
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Figura 9. Areas promedio de COVs obtenidas a diferentes tiempos de extracciéon (40°C, 50°C y 60°C).
Asteriscos indican resultados estadisticamente diferentes (ANOVA a=0,05)
para cada COVs en las distintas condiciones ensayadas.
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Figura 10. Areas promedio de COVs obtenidas a diferentes tiempos de extraccién (40°C, 50°C y 60°C).
Asteriscos indican resultados estadisticamente diferentes (ANOVA a=0,05)
para cada COVs en las distintas condiciones ensayadas.

Otro punto a considerar para este parametro es la variabilidad obtenida en cada
condicién ensayada. El Coeficiente de Variaciéon Porcentual (CV%) fue 18 % a 40 °C, 20
% a 50 °C y 30 % a 60 °C (Tabla 3).

Por lo tanto, para juzgar correctamente la temperatura 6ptima de extraccién debe
tenerse en cuenta ciertos efectos. Por un lado, al elevar la temperatura del sistema donde
ocurre la extraccion se favorecen los COVs menos volatiles aumentando su presioén de
vapor, pero en detrimento de los COVs mads volétiles que sufren una disminucién
pronunciada de sus sefiales. Por otro lado la variabilidad obtenida en las menores
temperaturas de extracciéon presenta la menor dispersién con una minima diferencia
entre 40 °C y 50 °C.

Considerando los efectos expuestos se eligié una temperatura intermedia de 50 °C
como temperatura de trabajo para la extracciéon de COVs del fruto del tomate.

Del mismo modo que para el tiempo de extraccion, el uso de un equipo
automatico produce un estricto control de la temperatura de extraccién y agitacion
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minimizando las variaciones que pudieran observarse al calentar el sistema en forma
manual, por lo general realizado en un bafio de agua sobre una placa de calentamiento.

La temperatura de extraccién Optima para la extracciéon de COVs fue considerada
a 50 °C con un tiempo de extracciéon de 35 min utilizando una fibra de SPME compuesta
por DVB/CAR/PDMS.

Adicién de Sales Inorgdnicas

El analisis de COVs de matrices bioldgicas posee una elevada complejidad. Uno
de los desafios mdas importantes es obtener un perfil estable de analitos volatiles. Esto se
debe principalmente al hecho de que muchos de los COVs mds importantes son
producidos enziméticamente con la disrupcién de los tejidos durante el masticamiento,
triturado o procesado del fruto. Estos COVs inicialmente generados también pueden
sufrir transformaciones por medio de reacciones enzimadticas secundarias que pueden
alterar drésticamente el perfil de metabolitos volatiles del fruto. Como es el caso del cis-3-
hexenal que por medio de una enzima con accién isomerasa produce el trans-2-hexenal, a
expensas del anterior, a medida que transcurre el tiempo de disrupcién de tejidosl'2l. Por
esta razoén es muy util poder preservar inalterable el mayor tiempo posible el perfil de
metabolitos antes y durante el tiempo de analisis.

El agregado de sales inorgédnicas en matrices bioldgicas produce importantes
efectos, por un lado promueve la precipitaciéon de proteinas en el medio (precipitacion
salina o salting out) y ademds genera un cambio en los coeficientes de distribucién,
afectando la solubilidad de compuestos organicos disueltos en una matriz acuosal’3l. En
este tltimo caso la modificacién de la fuerza iénica del medio puede promover la salida
hacia la fase aérea de compuestos organicos que poseen elevada presion de vapor.

La sal inorgdnica comtinmente utilizada para promover una mayor concentracién
en el espacio en cabeza en soluciones acuosas es NaCl debido a la poca interferencia de
los iones con los COVs disueltosl# 151, Sin embargo en el caso de matrices mas complejas
donde se encuentran restos celulares y enzimas con accién remanente, como es el caso
del tomate, suelen utilizarse sales que ademds de generar el efecto de salting out,
producen un efecto inhibitorio sobre algunas enzimas que interacttian sobre algunos
sustratos voléatiles. En estos casos la sal comtinmente empleada es CaCl,!'6 171,

Para determinar el efecto del agregado de sales inorganicas se realizé el mismo
esquema de ensayos utilizado anteriormente considerando los pardmetros 6ptimos
logrados. Se tomé6 1 g de tomate matriz y se adicioné 1 g de sal inorgdnica a la muestra
(excepto al control: sin sales) y se homogeniz6 con una varilla de vidrio. Seguidamente
se inici6 la extraccion utilizando la fibra gris trifdsica a 50 °C con agitacién constante
durante 35 min. Por dltimo se inyect6 en el equipo a 250 °C. Cada ensayo con las dos
sales inorgdnicas fue repetido por triplicado de forma individual e independiente. Una
vez logrados los cromatogramas se integraron las areas de 15 sefiales que fueron
comparadas en cada condicién ensayada como se demuestra en la Tabla 5.
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Tabla 5. Areas promedio y desviacién estindar de COVs extraidos sin sales
inorgdanicas, con CaCl: y con NaCl.

. s s s
Analito s/sal CaCl, NaCl s/sal CaCl, NaCl
3-metilbutanal 199535 806993 994425 96741 93827 33508
1-penten-3-ona 90736 78834 82090 19054 9705 11350
3-metil-1-butanol 749999 1484933 75324 189510 364607 6340
cis-3-hexenal 1.79E+05 3.34E+06 2.72E+05  1.64E+05 1.08E+06 2.03E+05
trans-2-hexenal 135064 818307 2298024 98561 177160 374694
trans-2-heptenal 476988 1355719 878277 53271 708529 263674
6-metil-5-hepten-2-ona 152185 165182 196017 9751 13407 34220
2-isobutiltiazol 9126 44513 79675 1407 25764 9185
cis-linalil oxido 991014 1637591 713636 418947 137975 87597
linalool 422936 968921 299532 26415 110518 58418
2-feniletanol 12666 217774 79252 10801 17298 16442
bencilnitrilo 27715 40515 65804 5586 5180 4403
salicilato de metilo 513325 1202507 516238 98504 138316 162531
p-menten-9-al 305474 670010 242970 61284 91634 32811
B-ionona 12069 289175 119608 3651 5837 18330

s: desviacion estdndar con n=3. En color se resaltan los maximos valores de drea obtenidos para cada metabolito.
Condiciones: 1 g muestra extraida con fibra de DVB/CAR/PDMS durante 35 min a 50 °C con CaClz, NaCl y sin sales.

En las Figuras 11 y 12 se muestra la abundancia de las sefiales de COVs
comparados entre los agregados de sales inorganicas y el control (sin agregado de sales).
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Figura 11. Areas promedio de COVs obtenidas con el agregado de 1g de sal inorganica. (NaCl, CaCly)
Asteriscos indican resultados estadisticamente diferentes (ANOVA a=0,05)
para cada COVs en las distintas condiciones ensayadas.
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Figura 12. Areas promedio de COVs obtenidas con el agregado de 1g de sal inorganica. (NaCl, CaCly)
Asteriscos indican resultados estadisticamente diferentes (ANOVA 0a=0,05)
para cada COVs en las distintas condiciones ensayadas.

En la Figura 11 se observa el efecto que posee la inhibicién enzimaética sobre la
cupla cis-3-hexenal/trans-2-hexenal. En el caso de NaCl y en ausencia de sales, la sefial de
cis-3-hexenal cae abruptamente a expensas del incremento del trans-2-hexenal respecto
del agregado de la sal divalente.

Para el caso particular de 2-isobutiltiazol, uno de los metabolitos mds
estrechamente relacionados al aroma caracteristico del tomate, se observa que se
encuentra disminuido frente al agregado de CaCl,. Bezman en 2003, observé un
fenémeno similar sobre este analito frente al agregado de soluciones saturadas de CaCl,y
otros cationes divalentes. La causa de este comportamiento se explica por la interaccién
entre iones Ca*2 y compuestos con estructura tiazol para formar complejos estables que
disminuyen su concentracién en el espacio en cabezallsl.

Puesto que los resultados logrados sobre la adicién de sales inorganicas
demuestran la necesidad de utilizar CaCl, sobre NaCl para favorecer la concentraciéon en
el espacio en cabeza de los COVs y para estabilizar el perfil de metabolitos, es necesario
también determinar cual es la minima cantidad necesaria para cubrir estos
requerimientos.

La optimizacién para determinar este pardmetro se realiz6 bajo un esquema de
ensayos similar a las condiciones previas utilizando cantidades crecientes de CaClz en
réplicas independientes. Las cantidades de sal de calcio utilizadas fueron 0,75 g, 1,5 g, 2,2
gy 3 g. Los resultados se ejemplifican en la Tabla 6 mostrando los promedios de areas,
las desviaciones estandar y los CV% promedio para cada condicién ensayada.
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Tabla 6. Areas promedio y desviacién estindar de COVs extraidos con diferente
cantidad de CaCl..

CaCl,
Analito
075 158 228 3g 0’;5 . 1,&83 . 2’; . SSg
3-metil-butanal 384408 457670 587817 617358 18173 84004 23143 134775
1-penten-3-ona 97810 134043 144303 47908 8809 18741 11740 9705
2-etilfurano 19163 48265 45241 28898 2287 27941 19740 9035
3-metil-butanol 27398 62463 75137 20656 4468 8461 13387 5037
cis-3-hexanal 4588217 4460004 4314342 5477767 1408217 2460004 1314320 1477675
hexanal 5017127 4674501 3218756 6142835 507127 667450 981875 1142835
trans-2-hexanal 6286942 5361745 5501033 7369341 1628942 1167451 350103 1693417
1-hexanol 162567 84929 75311 0 66782 39451 29441 0
trans-2-heptenal 406986 1346831 1063384 406436 21279 36701 321855 112835
6-metil-5-hepten-2-ona 157330 247290 373728 0 46840 70081 101572 0
2-isobutiltiazol 79954 61513 54513 11750 47510 39722 12006 2141
fenilacetaldehido 83972 91359 114076 95620 9233 13947 16848 25641
cis-linalil 6xido 392355 999390 1402892 1821155 72975 132954 384995 200152
alcanfor 225823 123796 209818 343366 92173 14604 23320 134675
o-terpineol 272682 517095 335461 134975 57279 66701 128755 11435
p-ment-1-en-9-al 195148 674912 636093 216963 19428 86516 105108 76417
geranil acetona 22156 47346 29657 11840 1642 4651 8503 7341
CV% promedio 21 24 23 26

s: desviacién estdndar con n=3. En color se resaltan los maximos valores de drea obtenidos para cada metabolito.
Condiciones: 1 g muestra extraida con fibra de DVB/CAR/PDMS durante 35 min a 50 °C con 0,75; 1,5; 2,2; 3 g de CaCl..

A partir de los valores observados en cada condicién de ensayo (Tabla 6 y Figuras
12 y 13), puede observarse que los mayores niveles encontrados correponden a los
agregados en mayor cantidad de sal.

Sin embargo, cuando se utiliza 3 g de CaCl,, algunos COVs dejan de ser
detectados, como por ejemplo 6-metil-5-hepten-2-ona y 1-hexanol, o disminuyen
considerablemente su sefial en los cromatogramas, como es el caso de 1-penten-3-ona, 3-
metil-1-butanol, 2-isobutiltiazol, a-terpineol, p-menten-9-al y geranil acetona. Esto puede
deberse a que la cantidad de sal utilizada genera un cambio en el estado de agregacién
de la muestra, conformando una matriz de consistencia semisélida gelatinosa que podria
dificultar la liberacién de COVs al espacio en cabeza a pesar de la agitacién constante
(utilizando 2,2 g se observa un fenémeno similar pero obteniendo un liquido de
consistencia muy viscosa). Se conoce que el cambio de la firmeza de la matriz puede
afectar la liberaciéon de COVs contenidos en ellal'l.

61



Tesis Doctoral Pablo R. Cortina

10000300
B 0,75g CaCl,
W 1,5g CaCl, ]
§000000
M 2,2 g CaCl,
B 3g CaCl,
G0Ga000
4003000
2000000
O -

cis-3-hexenal hexanal trans-2-hexenal

Figura 13. Areas promedio de COVs obtenidas diferente cantidad de CaCl..
Asteriscos indican resultados estadisticamente diferentes (ANOVA a=0,05)
para cada COVs en las distintas condiciones ensayadas.
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Figura 14. Areas promedio de COVs obtenidas diferente cantidad de CaCl..

Asteriscos indican resultados estadisticamente diferentes (ANOVA a=0,05)
para cada COVs en las distintas condiciones ensayadas.

Respecto de la variabilidad encontrada en este proceso de optimizaciéon pudo
observarse que no hay marcadas diferencias, obteniendose para las 3 mejores
condiciones un CV% entre el 21 y 24 %. Por lo cual 1,5 g de CaCl, demostr6 el mejor
rendimiento debido a que corresponde a la minima cantidad de sal utilizada y no
presenta mayores diferencias en la dispersion estadistica con la utilizacién de 2,2 g.

Sin embargo, se conocen antecedentes de métodos de determinaciéon de COVs
que utilizan ademds de sales de calcio, otro aditivo: agentes acomplejantesl20-23]. Debido al
hecho de que muchas enzimas que pueden reaccionar secundariamente con compuestos
volétiles de interés son dependientes de metales o estos forman parte de su estructura
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activa, se introduce este tipo de aditivos para disminuir su accién por medio del
secuestro de cationes al formar complejos estables.

Tikunov en 2005, inform¢ la necesidad de agregar a la matriz del fruto el 4cido
aminotetraacético (EDTA) disuelto en una solucién de caracter basico de NaOHI2!l. Este
agregado provoca dos efectos, por un lado la inclusién de un agente quelante para
disminuir el efecto de algunas metaloenzimas responsables de cambios sobre COVs de
interés y por otro lado el aumento del pH de la matriz. Considerando el pH fisioldgico
del fruto (cercano a 4 —4,5), una menor acidez pretende desfavorecer la accién enzimatica
natural, modificando el pH 6ptimo de catalisis enzimética de la matriz biolégica. A su
vez, se propone que el aporte del NaOH para elevar el pH del medio favorece la
disminucién de la oxidacién no enzimética de determinados grupos funcionales labiles
presentes en la muestrall0l.

Por esta razén se optimizé el agregado de CaCly utilizando una solucién de
NaOH conteniendo 4cido aminotetraacético en una concentracién 100 mM con un pH
final de 7,5. Nuevamente se utilizaron las condiciones previas de ensayo utilizando dos
cantidades diferentes de CaCl, sin el agregado de la solucién de EDTA /NaOH y con el
agregado de 1 mL de solucién EDTA /NaOH.

En la Tabla 7 se ejemplifican las dreas promedio y la desviacién estandar de las
extracciones de COVs con y sin el agregado de solucion EDTA/NaOH con 1,5gy 22g
de CaCl..

Tabla 7. Areas promedio y desviacién estandar de COVs extraidos con 1,5 g y 2,2 g de
CaClzcon y sin EDTA/NaOH.

Analito cacl, EDTc:fkaOH cacl, ED'I('::/CII\lzaOH Relacién
15g 228 158 2,2g s s s s AlB
(A) (B) 15g 2,2g 15g 2,2g

2-metilfuran 17251 15531 10751 29712 3612 4534 729 638 0,6
l-penten-3-ona 139203 158705 97526 129240 18741 11740 8180 9961 11
3-metilbutanol 68991 71938 57409 81064 9276 14774 2733 5739 09
cis-3-hexenal 5123774 4692072 6670194 7407521 2219741 1523644 1309137 696085 07
trans-2-hexenal 4974520 5478414 4085706 4781914 1351201 832189 770416 597953 1,0
I-nitro pentano 113969 49682 70045 95637 43827 3950 6095 16970 12
trans-2-heptenal 1283700 937242 816285 1189062 40284 296044 97249 81240 11
octanal 11842 15375 28241 36119 3571 1742 2704 3184 03
D-sobutiltiazol 68309 45627 119728 80410 36271 12877 11543 13687 08
O-fenil-etanol 217774 146648 113054 182413 46860 22601 18371 10761 12
bencilnitrilo 61327 80605 48732 73108 9237 6785 5136 8490 08
Salﬁéi‘itl‘; de  sgs1a 1001542 1279514 1670521 241762 126738 97381 266604 08
24-decadienal 34007 49203 27960 36795 7038 8812 4612 5106 09
geranil acetona 51048 31702 30994 47923 4651 8503 2790 5228 11

s: desviacién estdndar con n=3. En color se resaltan los maximos valores de drea obtenidos para cada metabolito.
Condiciones: 1 g muestra extraida con fibra de DVB/CAR/PDMS durante 35 min a 50 °C con 1,5y 2,2 g de CaClacon y sin
solucién de EDTA /NaOH 100mM pH=7.

En subrayado se resaltan los maximos valores entre las dos condiciones de interés utilizando EDTA/NaOH.

Relacién A/B: Area promedio 1,5 g CaCl. / Area promedio 2,2 g CaCl-EDTA /NaOH.
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En las Figuras 15 y 16 se grafican las dreas promedios de los analitos bajo las
cuatro condiciones diferentes de preparacién de muestra.

10000000
W 1,5¢gcCacl,
8000000 W 2,2 g CaCl, —
] = 1,5 g CaCl,/EDTA
6000000 T W 2,2 g CaCl,/EDTA
4000000 -
2000000 -
O -

cis-3-hexenal trans-2-hexenal trans-2-heptenal metil salicilato

Figura 15. Areas promedio de COVs obtenidas utilizando CaCl,y CaCl-EDTA/NaOH.
Asteriscos indican resultados estadisticamente diferentes (ANOVA a=0,05)
para cada COVs en las distintas condiciones ensayadas.
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Figura 16. Areas promedio de COVs obtenidas utilizando CaCloy CaCl,-EDTA/NaOH.
Asteriscos indican resultados estadisticamente diferentes (ANOVA a=0,05)
para cada COVs en las distintas condiciones ensayadas.

Los resultados observados en la tabla y los graficos demuestran que las sefiales
obtenidas con el agregado de la solucién de EDTA/NaOH, en general, son levemente
menores que sin la adicion de la solucién acomplejante, excepto para cis-3-hexenal. Esto
puede deberse al efecto de dilucién de la matriz original ocasionado por un aumento de
la fase acuosa y la consecuente disminucién de la concentracién de COVs en el nuevo
volumen del espacio en cabeza. Por otro lado Cheong en 2011, postulé que la dilucién de
una matriz compleja conteniendo interferentes puede ser beneficiosa para promover la
salida de COVs afectados por la propia naturaleza del mediol!!l.

Por otro lado, comparando las condiciones 1,5 g y 2,2 g de CaCl> con
EDTA /NaOH, se observé que para casi todos los COVs, excepto para 2-isobutiltiazol, las
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mayores sefiales obtenidas en los cromatogramas fue utilizando la mayor cantidad de
CaCly, 2,2 g. Este tratamiento fue considerado el pardmetro 6ptimo utilizando una
solucioén de agente acomplejante, EDTA /NaOH pH=7.

En la columna Relacién A/B se expone el cociente de las dreas promedio obtenidas
con 1,5 g de CaCl, (A) y 2,2 g de CaCl, con EDTA/NaOH (B). Es importante comparar
estos tratamientos debido a que fueron las mejores condiciones alcanzadas en los dos
altimos ensayos realizados. Puede observarse que las dreas obtenidas fueron muy
similares entre si, teniendo una relacién de 4reas promedio cercana a uno en casi todos
los casos, excepto para 2-metilfurano, cis-3-hexenal y octanal. En base a estos resultados
puede observarse que no hubo mejoria en los niveles de 4reas promedio de los COVs
extraidos respecto de la mejor condicién previa, 1,5 g CaCl,. Sin embargo, si fue posible
encontrar diferencias notorias en la variabilidad de los resultados.

En la Tabla 8 se ejemplifican los CV% de los COVs relevados en las cuatro
condiciones de extraccién anteriores.

Tabla 8. Coeficientes de variacién porcentual de las condiciones con CaCl; y CaCl,-
EDTA/NaOH y relaciones de dreas promedios.

CaCl, CaCl,- EDTA/NaOH

Analito

CV%1,5g (A) CV%22¢g CV%15g CV%2,2g(B)

2-metilfurano 21 15 7 4
1-penten-3-ona 13 7 8 8
3-metil-1-butanol 13 21 5 7
cis-3-hexenal 43 32 20 9
trans-2-hexenal 27 15 19 13
1-nitropentano 38 8 9 18
trans-2-heptenal 3 32 12 7
octanal 30 11 7 11
2-isobutiltiazol 53 28 10 17
2-feniletanol 22 15 16 6
bencilnitrilo 15 8 11 12
salicilato de metilo 17 13 8 16
2,4-decadienal 21 18 16 14
geranil acetona 9 27 9 11
CV% Promedio 23 18 11 11

CV%: coeficiente de variacién porcentual.
A: Area promedio 1,5 g CaClo. B: Area promedio 2,2 g CaCl.-EDTA/NaOH: las dos tltimas condiciones optimizadas.

Los coeficientes de variacion porcentual para cada tratamiento fueron: 23 % para
1,5 g de CaCly, 18 % para 2,2 g CaCly, 11 % para 1,5 g CaCl--EDTA /NaOH y 11 % para
2,2 g CaCl,-EDTA /NaOH. Claramente, el agregado de la solucién del agente quelante
produce una reduccién de la dispersion. Como fue mencionado antes, este efecto puede
deberse a una diminucién del metabolismo remanente en el material analizado producto
de la interacciéon del CaClyy el agente acomplejante, EDTA.

Estos resultados demuestran una diferencia minima en las areas de los COVs
entre los dos ensayos, pero una gran ventaja respecto de la variabilidad analitica.
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Diferentes estudios sobre la determinacion de COVs con SPME en matrices
vegetales y derivados han informado resultados afectados por la dispersién entre un 0,4
% y 14,7 %, mientras que en la extraccién con solventes organicos pueden producirse
variaciones entre el 19 % y hasta el 150 %2124 251,

En conclusién, el agregado de EDTA disuelto en una solucién de NaOH permite
controlar la dispersion de los resultados en un método de determinaciéon de COVs que
presenta una matriz biol6gica de alta complejidad. Los datos surgentes de este protocolo
de trabajo facilitardn el andlisis multivariado de los mismos mediante diferentes técnicas
estadisticas, como Andlisis de Componentes Principales o Andlisis de Conglomerados,
permitiendo determinar diferencias y similitudes entre las muestras reales de tomates/26l.

Conclusiones

El método de extraccion de COVs del fruto del tomate por medio de la técnica de
microextraccién en fase sélida (HS-SPME-GC/MS) ha permitido obtener un perfil de
metabolitos volatiles en forma sencilla. En un principio los pardmetros afectados en el
proceso de extraccion necesariamente debieron optimizarse rigurosamente para
controlar en forma eficiente el método de determinacién con caracter analitico. El proceso
de optimizaciéon demandé gran cantidad de tiempo y ensayos ya que fueron necesarias
muchas repeticiones analiticas. Ademds de los pardmetros relacionados al proceso de
extraccion, han tenido que considerarse los procesos bioldgicos naturales que sufre la
muestra que pueden generar cambios notorios en el perfil definitivo de los analitos de
interés. Si bien, otros métodos de andlisis de COVs por SPMEIl y Analisis de Espacio de
Cabeza Dindmicol?”. 28] han sido reportados previamente, la ventaja lograda en esta
metodologia de estudio es la utilizacién de un volumen de muestra minimo.

En el proceso de optimizacion se consideré la complejidad de las diferentes
moléculas volatiles presentes en el fruto, las limitaciones de la técnica de extracciéon y los
procesos metabolicos que afectan la matriz. De este modo se logré disefiar un esquema
de ensayos que permiti6 encontrar el pardmetro més acorde para cada condicién.

Finalmente, las condiciones definitivas del método de determinacién de COVs
presenté una temperatura optima de 50 °C con un tiempo de extraccion de 35 min
utilizando una fibra de SPME compuesta por DVB/CAR/PDMS y el agregado de 2,2 g
de CaCl,-EDTA/NaOH a 1 g de muestra. Estos pardmetros se utilizardn para el estudio
de COVs en las muestras reales de interés.

Cabe mencionar que el esfuerzo de obtener un protocolo de trabajo estable dio
origen a un método de analisis de metabolitos volatiles y semivolatiles con un
desemperio analitico de baja variabilidad y adaptable a otras matrices similares de
elevada complejidad biolégica. Los resultados preliminares de una estancia laboral
realizada en el Instituto Investigacion y Formacién Agraria y Pesquera (IFAPA) en la
ciudad de Coérdoba, Andalucia, Espafia en los meses de abril y junio de 2012,
demostraron que este protocolo de andlisis puede adaptarse al estudio de fresas y
ardndanos con minimos ajustes sobre los pardmetros de extraccion.
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ANALISIS SENSORIAL DE LOS FRUTOS DE TOMATE

Evaluacion Sensorial

El anélisis sensorial es una apreciada herramienta que brinda informacién de
estimado valor sobre un producto alimenticio. Este andlisis es muy valorado por
diferentes sectores dedicados a los alimentos, ofreciendo datos referidos a la calidad,
aceptacion, preferencia y otras caracteristicas asociadas a la valoraciéon sensoriallll. Toda
esta informacién utilizada en forma rigurosa tiene un caracter cientifico que puede
complementar investigaciones analiticas sobre un producto determinado.

Entre las variables sensoriales mas importantesi?l y regularmente empleadas pueden

nombrarse a las siguientes:

* Olor: percepcién por medio de los receptores olfativos ubicados en la nariz de
sustancias volatiles liberadas por un alimento.

* Gusto: es la percepcion en boca y a través de los sensores de la lengua de 5
categorias bdsicas: 4cido, dulce, salado, umami y amargo.

* Color: es la luz reflejada por un alimento y constituye uno de los atributos mds
importantes.

* Textura: es la propiedad percibida cuando se genera una deformacion al masticar
o palpar un alimento.

* Aroma: consiste en la percepcién de las sustancias olorosas luego de haberse
colocado en boca, haciendo que el aire expirado pase las mismas hacia los
sensores del olfato en la cavidad nasal.

* Sabor: es una de las propiedades sensoriales mas complejas debido a que integra
la percepcién del olor, el aroma y el gusto.

La evaluacion sensorial de un alimento o producto, en general, es llevada a cabo
por un grupo de jueces que conforman el panel de catacion. Los paneles sensoriales se
dividen en tres tipos principales, paneles de expertos, paneles de jueces entrenados y
paneles de jueces no entrenados. Los de caracter profesional ofrecen informacién muy
confiable y detallada pero suelen tener un elevado costo en la contrataciéon de sus
servicios. Ademds de contar con un determinado plantel estable de jueces
experimentados, es necesario antes de la sesién real de catacién entrenar a los panelistas
con alimentos modelo que tengan un rango de sabores y olores cercanos a las muestra de
interés. Este proceso de entrenamiento puede llevar desde semanas hasta meses. La
formacioén de un panel de catacién entrenado es una ardua tarea que exige tiempo y
compromiso por ambas partes, tanto por los jueces catadores como por las personas
interesadas en los resultados de la evaluaciénl®l.

En el caso de esta tesis los panelistas fueron individuos no entrenados en el érea,
de diferente sexo, edad y condicién de fumadores y no fumadores, pero todos
coincidentes en consumir regularmente el fruto de tomate. Por esta razén la planilla
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confeccionada contenia informacién simple y concisa que permitiera recuperar datos
certeros acerca de los frutos ensayados.

La informacién obtenida posee mayormente un cardcter de apreciacion general en
las caracteristicas de agradabilidad o desagradabilidad en base a las variables cotejadas. Mds
precisamente en funcion a los datos obtenidos sobre el olor y el sabor fue posible obtener
una tendencia sobre la magnitud de preferencia para cada cultivarf4l.

Seguidamente, los resultados recabados de las encuestas fueron traducidos en
frecuencias y valores numéricos que pudieran analizarse individualmente e integrarse en
posteriores andlisis junto con los datos de metabolitos volatiles. Para el andlisis pueden
utilizarse diferentes tipos de gréficos, por ejemplo histogramas, gréficos radiales y
gréficas de anélisis multivariados que son los usualmente mds empleados para visualizar
y obtener conclusiones acerca de todo el conjunto de datos obtenidos/®l.

La evaluacion sensorial de los frutos de tomate se efectu¢ durante la misma época
de cosecha en cada afio. Fue necesario obtener una cantidad suficiente de frutos para
poder percibir todas las cualidades requeridas en el andlisis. A su vez se enfatizé en
presentar los frutos en condiciones 6ptimas y lo més similares a las de consumo habitual.

El proceso de catacion fue dividido en tres secciones, una inspeccién visual del
fruto entero, valoracién visual de los frutos en mitades y una catacién involucrando la
ingesta de los frutoslel.

En la primera etapa se tomaron varios frutos maduros de un mismo cultivar y se
dispusieron para observar su morfologia, tamafio, color de la piel y presencia de defectos
(huecos, manchas). Seguidamente, frutos de la misma variedad fueron cortados en
mitades para observar el aspecto que presentaban internamente. Se evalu6 la coloracién
y cantidad de pulpa, cantidad de semillas y presencia de defectos. En dltima instancia,
los frutos fueron rebanados en porciones mdas pequefias donde fueron evaluadas las
caracteristicas organolépticas. Por ultimo, fue determinado el olor, sabor, jugosidad,
acidez, dulzura, textura de la pulpa y textura de la piel del fruto.

Esta secuencia se repitié con cada uno de los cultivares valorados. Las rondas de
evaluacién estaban acotadas a no mds de 4 cultivares para evitar la fatiga de los
panelistas. Entre los genotipos valorados se recomend6 beber agua y comer un alimento
neutro (galleta de agua) para ayudar a remover la sensacién en boca de la muestra
previabl.

Al inicio de la valoracién fue entregada una planilla donde estaban estructurados
en orden los pasos a seguir durante la catacion, las variables de interés y opciones para
comentarios.

Las variables posefan un formato de puntaje de tipo hedénico estructurado donde
era necesario marcar la intensidad captada del caracter sensorial. Cada variable sensorial
poseia 5 valores de intensidad que podian elegirse en base a la apreciaciéon personal del
panelista. Por ejemplo para el sabor, las categorias fueron:

e sabor no caracteristico,

* sabor ligeramente no caracteristico,

* sabor medianamente caracteristico,

e sabor moderadamente caracteristico,
* sabor caracteristico.
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Bajo el mismo formato fueron valoradas cada una de las variables de interés
durante la catacion. S6lo para textura de piel y textura de pulpa se consider6 solamente
dos categorias, textura adecuada o textura no adecuada. En la Figura 1 se expone el
modelo de la ficha de valoracién entregada a los jueces que fue utilizada en todas las
sesiones de catacién desde 2009 hasta el 2012.

En la cosecha 2012 se agregd una nueva seccién que permitiera incorporar
descriptores mas definidos sobre el olor y sabor del frutol’l. Las categorias de estos
descriptores generales fueron:

» caracteristico a tomate.

» frutal

* floral

* herbdaceo-1 (como ejemplo: pasto recién cortado)

* herbaceo-2 (como ejemplo: la planta/hoja de tomate)
* medicinal/artificial

* rancio

* mohoso/terroso

* tomate inmaduro

* otra categoria propuesta por el panelista

De esta manera ademds de obtener informacién sobre la preferencia de
determinados cultivares, pudo tenerse una orientacién acerca de los olores y sabores
particulares que se desprendian de cada fruto. En forma general estos se dividen en
notas descriptivas de cardcter agradable y desagradable.

En la Tabla 1 se esquematizan las variables sensoriales de interés junto con las
categorias propuestas que se evaluaron en todas las cosechas realizadas bajo este estudio
por medio de la ficha sensorial descripta.

Nombire. Fedad .. Fechato .

Instruccion general para completar la planilla: Por favor, indigue 4 su juicio con una cruzenel
casillare que carresponda la evaluacidn que le daria a la muestra.

PRULCCA N® 1 . TOMATCENTCRO

ASPECTO GENERAL:
Malo Excelente
O O O O ]
COLOR DE LA PIEL:
Muy palide WVuy intenso
L] ] L] ] ]
FORMA: Irregular Regular
L] (] [ ] ]
PRUEBA N 2 - TOMATEEN MITADES
COLOR DE LA PULPA:
Muy palida Muy intenso

[ (I N ([ L]

RELACION PULPA/SEMILLA:
Escasa pulpa Ahundante pulpa

] L1 O ] ]

Figura 1. Planilla utilizada para la valoracién sensorial de frutos de tomate.
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DEFECTOS: sl NO

Huecos [:] [:l
Coloracién no tipica D D

Manchas

L1
Otros D Dctuales?

PRUEBA N° 3 : OLOR EN TOMATE
Huela el frasco que contiene los trozos de tomate de la variedad que esta evaluando,
y marque lo que ha detectado:

OLOR .
Indefinido lig. Indef.  Med. Indef. Mod. Definido  Muy Definido

] 1 O ] ]

defina particularmente el tipo de olcr que detecta:
1 caracteristico a tomate
2 frutal
3 floral
4 herbacea (pasto recién cortado)
5 herbaceo (planta de tomate)
6 medicinal/artificial
7 rancio
8 mohoso/terroso
9 tomate inmaduro

10 otro: éCual?....

0000000000

PRUEBA N°4: TOMATE EN TROZOS

SABOR No caracteristico Caracteristico
Caracteristico [ ] L] I:I |:|

Dulce No dulce Muy dulce
Acido Mo acido Muy acido

O O o o 0O

CONTINUACION PRUEBA N° 4: TOMATE EN TROZOS
Pruebe nuevamente la muestra y marque los sabores gue ha detectado:

1 caracleristico @ Lomate

2 frutal

3 floral

4 herbaceo (pasto recién cortado)
5 herbaceo (planta de tomate)

6 medicinal/artifirial

7 rancio

8 mohoso/terroso

9 tormate inmaduro

I

10 otro: CCUAIT . e
Con respecto ala textura de la pulpa: éla considera adecuada? Sl NO
AP OT QUE 2 ettt e e e et et et te e tee e 2aen aemn 2t ae ea eean 2 2 eaan et ean 2t nn e ann i aa in 2aann 2anne nnnaenanene
Con respecto a la textura de la piel: ila considera adecuada? SI NO
AP OT QUE 2 ettt e e e et et et te e tee e 2aen aemn 2t ae ea eean 2 2 eaan et ean 2t nn e ann i aa in 2aann 2anne nnnaenanene
JUGOSIDAD Muy seco Muy jugoso

O I U I I B

COMENTARIOS.....

MUCHAS GRACIAS!

Figura 1. Planilla utilizada para la valoracién sensorial de frutos de tomate (continuacién).
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Tabla 1. Variables Sensoriales

Variable Sensorial N° Nombre Variable Nombre Corto
Valoracion General 1 Valoracion General-1 VG1
2 Valoracion General-2 VG2
3 Valoracién General-3 VG3
4 Valoracién General-4 VG4
5 Valoracion General-5 VG5
Color de Piel 6 Color de Piel-1 ColPil
7 Color de Piel-2 ColPi2
8 Color de Piel-3 ColPi3
9 Color de Piel-4 ColPi4
10 Color de Piel-5 ColPi5
Forma de Fruto 11 Forma de Fruto-1 ForFrl
12 Forma de Fruto-2 ForFr2
13 Forma de Fruto-3 ForFr3
14 Forma de Fruto-4 ForFrd
15 Forma de Fruto-5 ForFr5
Color de Pulpa 16 Color de Pulpa-1 ColPul
17 Color de Pulpa-2 ColPu2
18 Color de Pulpa-3 ColPu3
19 Color de Pulpa-4 ColPu4d
20 Color de Pulpa-5 ColPu5
Cantidad de Pulpa 21 Cantidad de Pulpa-1 CanPul
22 Cantidad de Pulpa-2 CanPu2
23 Cantidad de Pulpa-3 CanPu3
24 Cantidad de Pulpa-4 CanPu4
25 Cantidad de Pulpa-5 CanPu5
Olor Caracteristico 26 Olor Caracteristico-1 o]k}
27 Olor Caracteristico-2 0l2
28 Olor Caracteristico-3 oI3
29 Olor Caracteristico-4 ol4
30 Olor Caracteristico-5 (0]}
Sabor Caracteristico 31 Sabor Caracteristico-1 Sabl
32 Sabor Caracteristico-2 Sab2
33 Sabor Caracteristico-3 Sab3
34 Sabor Caracteristico-4 Sab4
35 Sabor Caracteristico-5 Sab5
Dulzura 36 Dulzura-1 Dulzl
37 Dulzura-2 Dulz2
38 Dulzura-3 Dulz3
39 Dulzura-4 Dulz4
40 Dulzura-5 Dulz5
Acidez 41 Acidez-1 Acidl
42 Acidez-2 Acid2
43 Acidez-3 Acid3
44 Acidez-4 Acid4
45 Acidez-5 Acid5
Jugosidad 46 Jugosidad-1 Jugl
47 Jugosidad-2 Jug2
48 Jugosidad-3 Jug3
49 Jugosidad-4 Jugd
50 Jugosidad-5 Jug5
Textura Pulpa 51 Textura Pulpa-1 TexPul
52 Textura Pulpa-5 TexPu5
Textura Piel 53 Textura Piel-1 TexPil
54 Textura Piel-5 TexPi5
Descriptores de Sabor 1E Sabor caracteristico SabToCar
2E Sabor frutal SabFrut
3E Sabor floral SabFlor
4E Sabor herbdceo pasto SabHPast
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Variable Sensorial N° Nombre Variable Nombre Corto
5E Sabor herbdceo planta SabHPlant
6E Sabor medicinal/artificial SabMed
7E Sabor rancio SabRanc
8E Sabor mohoso/terroso SabMoho
9E Sabor a tomate inmaduro SabTolnma
10E Otro Sabor SabOtro

Descriptores de Olor 11E Olor caracteristico OlorToCar
12E Olor frutal OlorFrut
13E Olor floral OlorFlor
14E Olor herbaceo pasto OlorHPast
15E Olor herbaceo planta OlorHPlant
16E Olor medicinal/artificial OlorMed
17E Olor rancio OlorRanc
18E Olor mohoso/terroso OlorMoho
19E Olor a tomate inmaduro OlorTolnma
20E Otro Olor OlorOtro

Analisis de los Datos Sensoriales de las Cosechas de Tomate

Los datos sensoriales recogidos de las cosechas 2009, 2010 y 2012 se analizaron
por diferentes técnicas estadisticas para obtener la informacién proveniente de los
paneles de catacién. Como fue descripto anteriormente, los datos se transformaron en
frecuencias (ndmero de panelistas que clasificaron de igual forma una variable sobre el
numero total de panelistas), de manera que estos datos numéricos permitan mediante
andlisis estadisticos y graficos, obtener informacién acerca de las caracteristicas
sensoriales y la aceptabilidad que presentaba cada uno de los cultivares.

Entre los andlisis empleados para esta secciéon se utilizaron los anélisis
multivariadosl® ° de Anadlisis de Componentes Principales (ACP) y Anadlisis de
Conglomerados (AC), para obtener una representacién grafica que permita clasificar y
agrupar los cultivares estudiados, observar asociaciones entre variables, entre cultivares
y asociaciones variables/cultivaresl0l.

Las caracteristicas sensoriales de olor y sabor también fueron analizadas
individualmente mediante el uso de graficos radiales para determinar en forma
simplificada la percepcién de los panelistas y obtener una idea sobre su aceptabilidad.
En este tltimo caso fue necesario realizar un promedio de las 5 categorias diferentes que
engloba cada variable sensorialll.

Para normalizar el proceso cada frecuencia se multiplic6 por un factor
determinado para cada categoria de acuerdo a la importancia en el desarrollo de la
propiedad sensorial. Para todas las variables y a modo de ejemplo para el olor, se siguié
un esquema idéntico al presentado a continuacion:

e Frecuencia de olor no caracteristico (Ol1) x 0.10

* Frecuencia de olor ligeramente caracteristico (O12) x 0.25

e Frecuencia de olor medianamente caracteristico (OI3) x 0.50

e Frecuencia de olor moderadamente caracteristico (Ol4) x 0.75
* Frecuencia de olor caracteristico (O15) x 1.0
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Una vez obtenidos los promedios generales normalizados por los factores
descriptos se ordenaron los cultivares de mayor a menor de acuerdo a los valores
resultantes. De este modo puede identificarse graficamente en forma sencilla cuales
cultivares de tomate fueron catalogados como los mds aceptados o no aceptados por el
panel sensorial.

Cosecha 2009

La cosecha de frutos de tomate del afio 2009 consisti6 en 9 variedades diferentes
de la especie S. Iycopersicum. Como fue mencionado en el Capitulo II: Materiales y
Métodos, las variedades 565 y 3842 y los frutos de la especie silvestre S. pimpinellifolium
no fueron valoradas sensorialmente.

Primeramente el estudio se inici6 utilizando un ACP seguido de un AC. El
estudio de los datos organolépticos en la cosecha 2009, por estas técnicas estadisticas
multivariadas ha permitido identificar un comportamiento polarizado de las variables
sensoriales determinadas.

En la Figura 2 se grafica el resultado del ACP de los datos sensoriales de la
cosecha 2009. Puede observarse que las dos primeras componentes principales CP1 y
CP2 explican el 44,3 % de la variabilidad presente en los datos. Sobre el eje CP1 puede
visualizarse que la mayoria de las categorias de menor valoracién de cada variable
(marcados en verde) se encuentran sobre los valores negativos del eje. Mientras que las
categorias mds apreciadas para las mismas variables (marcados en rojo) se encontraron
en el otro extremo del mismo eje. En el segundo componente principal (CP2) las
variables que denotaron mayor diferenciacién fueron la jugosidad y las relacionadas al
color de la piel y la pulpa del fruto.

7.004

ColPi3
)
Jugs
(i:\Fm . CU{l}F’IZ oEI
ColPuz ® CalPi1 o
Acid2 v
Dulzie & o VG5 V?}“’
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Sab2 ]
Acid3 ForFr1
EX ° @ ForFr2
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hd TexPu1 Jug1 Acid1e
oL 0.00
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Figura 2. Analisis de Componentes Principales de las diferentes categorias de cada variable sensorial de la cosecha 2009.
Las categorias de mayor aceptacion se destacan en rojo y las categorias de menor aceptacion se destacan en verde.
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Sobre el mismo plano puede ubicarse en la Figura 3 la localizaciéon de los
cultivares.

70O e,
. 557
GPEA - e
350 CmP °
H [}
g '~...’ . M82 “.‘.".". 3806
& 000 ” : =
° ° °
-3.50 552 ° 569 572
571 ..........................

-7.00- r T T T 1
-7.00 -3.50 0.00 350 7.00
CP 1(23.3%)

Figura 3. Andlisis de Componentes Principales de las variables sensoriales de la cosecha 2009.
Cultivares de la cosecha 2009.

La disposicién de las variedades estudiadas sugiere una distribucién a lo largo de
todo el plano, presentando escasa cercania entre las muestras y formando con poca
consistencia asociaciones entre ellos.

Sin embargo, puede observarse sobre los valores positivos el eje CP1 que los
cultivares 572, 557 y principalmente 3806, se asociaron fuertemente con las variables de
mayor valoracién (zona demarcada en rojo). Los cultivares se asociaron con Sabor-5,
Acidez-5, Textura de Pulpa-5, Olor-5, Cantidad de Pulpa-5, Color de Pulpa-5, Textura de
Piel-5, Dulzura-5 y Color de Piel-5. El otro eje CP2 permiti6 separar los cultivares 572 y
557 asociando el primero de ellos con las variables Jugosidad-5, Valoraciéon General-5 y
Color de Piel-1. En cambio la variedad 557 se asocié con mayor fuerza con Dulzura,
Color de Piel y Sabor en su mayor calidad.

A su vez, los cultivares M82, CMP, GPEA se encuentran situados en la zona
donde las variables sensoriales presentan su mds baja categoria, sobre los valores
negativos del eje CP1 (zona demarcada en verde). Entre las variables asociadas pueden
nombrarse a Olor-1, Cantidad de Pulpa-1, Dulzura-1, Color de Pulpa-1, Textura de
Pulpa-1, Sabor-1 y Textura de Piel-1.

Los demas cultivares que conformaron la cosecha, 552, 571 y 569 se encontraron
en las inmediaciones de estos grupos mencionados y se asociaron con variables de
calidad intermedia.

La asociacion entre cultivares puede visualizarse también por medio de un AC
esquematizado en la Figura 4. El gréfico permite identificar agrupaciones basadas en
distancias euclideas, donde la similitud entre dos individuos es proporcional a la
distancia a la cual se unen entre si formando un grupo. Las asociaciones de mayor fuerza
se presentan en distancias inferiores al 50 % de la distancia méxima. En el caso de la
cosecha 2009 pudo observarse que las asociaciones tomaron lugar en distancias mayores
al 50 % informando asociaciones débiles entre las variedades ensayadas. La primera
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asociacion entre los cultivares, 571 y 569, surgi6 luego de la primera mitad de la méaxima
distancia. El resto de los grupos se conformaron a distancias aun mayores denotando una
baja similitud entre las muestras analizadas bajo las variables sensoriales

I nB2 =2

iGPEA =
P ose
i 552 =

557 —

i 3806 —

0.00 2.86 5.mM B.5T7 11.43

Figura 4. Analisis de Conglomerados de las variables sensoriales de la cosecha 2009.
Cultivares de la cosecha 2009.
(Algoritmo de Clasificacién: Encadenamiento Promedio, Distancia: Euclidea).

Por otro lado, el andlisis individual sobre el olor y sabor de los frutos fue
simplificado en la representaciéon de graficos radiales en la Figura 5. De ellos puede
observarse que para el olor, los frutos menos aceptados fueron 571, M82 y GPEA, por
otra parte los méas aceptados para esta caracteristica fueron 3806, 557 y 572.

Bajo el mismo concepto fue tratado el sabor, encontrdndose que los cultivares
CMP, M82 y GPEA presentaron los menores valores de aceptaciéon. En cambio los frutos
catalogados como los mds aceptados en base a su sabor fueron 572, 557 y 572.

M82

Figura 5. Promedios de olor y sabor de la cosecha 2009.

Cosecha 2010

El estudio de la cosecha 2010 se inici6 por medio de un ACP analizando la
totalidad de los cultivares descriptos en el Capitulo II.
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En la Figura 6 se grafica el plano bidimensional conformado por las dos
componentes principales, CP1 y CP2, permitiendo explicar el 50,9 % de la variabilidad
total de los datos. En el plano se observé una separacion de las variables sensoriales de
mayor y menor aceptacion. En el eje CP1 pudo visualizarse la mayor separacion de
variables, las de mayor valoracién (demarcadas en rojo) ubicadas en los valores
negativos del eje y las variables de menor valoracion (demarcadas en verde) situadas en
el extremo opuesto del mismo eje. La componente vertical, CP2, presenté mayor
polarizacién sobre las variables acidez y dulzura en sus extremos.
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Figura 6. Andlisis de Componentes Principales de las diferentes categorias de cada variable sensorial de la cosecha 2010.
Las categorias de mayor aceptacion se destacan en rojo y las categorias de menor aceptacion se destacan en verde.

La distribucién de los cultivares de la cosecha 2010 en el mismo plano

bidimensional se grafica en la Figura 7.
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Figura 7. Analisis de Componentes Principales de las variables sensoriales de la cosecha 2010.
Cultivares de la cosecha 2010.
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La distribuciéon de las variedades demostré que BIGUA y LA1589 (zona
demarcada en verde) fueron las accesiones sensorialmente mas diferentes en toda la
cosecha. Estas variedades se ubicaron sobre los valores mds distales del eje CP1, lejanas
entre si y a su vez del resto de los demas cultivares.

En el sector de valores negativos del mismo eje se encuentran mds cercanos entre
ellos los cultivares 3836-3806-3812-ELPIDA-569-571 (zona demarcada en rojo). Mientras
que cerca del origen de la grafica se encuentra otro pequefio grupo de cultivares
conformado por CMP-ChePerAm. Pudo observarse también que la variedad CheRedRoj
se ubic6 cercano al grupo mds numeroso de variedades, mientras que CheRedAm se
posiciond més aislado y més préximo de los cultivares BIGUA y LA1589.

La asociacién entre variables y cultivares se denota fuertemente en la porcién
derecha de las graficas, donde se ubica el grupo conformado por BIGUA y LA1589. Estas
variedades se relacionan a las variables de menor calidad, Sabor-1, Olor-1, Color de
Pulpa-1, Color de Piel-1, Jugosidad-1, Textura de Piel-1, Textura de Pulpa-1 y Cantidad
de Pulpa-1. Las asociaciones observadas se explican debido a que la especie silvestre S.
pimpinellifolium (LA1589) presenta caracteristicas sensoriales muy alejadas del clasico olor
y sabor caracteristico del tomate. Sumado a lo anterior, el cultivar BIGUA es una
variedad de tomate comestible de tipo redondo para consumo en fresco denominado “de
larga vida” que tiene caracteristicas sensoriales generales muy poco desarrolladas
generando un bajo impacto sobre el consumidor. Por distintas circunstancias intrinsecas
de estos dos frutos tan opuestos se observa una evidente asociacion a las caracteristicas
negativas.

En las cercanias de este grupo también se encuentran Color de Piel-5, Forma de
Fruto-5 y Valoracién General-5, estas variables pueden explicarse mds puntualmente al
cultivar silvestre, debido a que presenta frutos pequefios, muy regulares y con un intenso
color rojo influenciando la ubicacién de las variables en la cercania donde se sitta
LA1589. En la Figura 8 es posible observar las diferencias morfolégicas contrastantes que
poseen los frutos de estas especies.

Figura 8. Frutos de las variedades BIGUA y LA1589 (S. pimpinellifolium).

El grupo 3836-3806-3812-ELPIDA-569 y los cultivares 571 y CheRedRoj se
encuentran en la seccién de valores negativos del eje CP1, donde estan ubicadas las
mejores caracteristicas esperadas para un tomate de buena calidad sensorial. El Grupo
3836-3806-3812-ELPIDA-569 estd conformado por tres cultivares de frutos de tipo
redondo (3836, 3812 y ELPIDA) y 3806-569 de tipo perita. En las cercanias de este grupo
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estdn distribuidas en forma préxima las variables Jugosidad-5, Textura de Pulpa-5,
Textura de Piel-5, Cantidad de Pulpa-5, Dulzura-5, Sabor-5 y Olor-5. Puede considerarse
que la expresion de estas caracteristicas en los frutos del Grupo 3836-3806-3812-ELPIDA-
569 presenta la mejor combinacién que puede ser detallada por los jueces del panel
sensorial.

Un poco més alejado de este grupo de variables de buena calidad, se encuentran
los cultivares 571 y CheRedRoj. La variedad 571 produce un fruto tipo perita y
CheRedRoj un tomate pequefio de tipo cherry. A pesar de poseer diferencias
morfolégicas muy distintas entre si, tienen en comun determinadas caracteristicas
medias que se asocian a ellos. La mayoria de las categorias 3 y 4 de las variables
sensoriales se encuentran muy préximas a estos genotipos.

Por dltimo, los cultivares CMP, ChePerAm y CheRedAm, un poco mas alejado,
estdn ubicados muy préximos al origen de los ejes CP1 y CP2, en medio de las zonas
donde se distribuyen los polos de variables de mayor y menor calidad. Todos los
cultivares de este ultimo grupo producen frutos de tipo cherry. Las variables maés
cercanas que acompafian este grupo son Coloracién de Piel-5, Forma de Fruto-5 y
Valoracién General-5. Debido a que la morfologia de los frutos es de tipo cherry, al igual
que los frutos de S. pimpinellifolium, presentan un aspecto muy regular con una pareja e
intensa coloracién de piel, estas caracteristicas de tipo visual en general impactan de
forma directa sobre la variable valoracién general. Ademads estos frutos se correlacionan
con variables de mediana calidad como Dulzura-3, Acidez-4, Jugosidad-3, Olor-3 y
Coloracién de Pulpa-3, que solo es posible evaluarlas al ingerir los frutos de las
variedades.

El AC permite asociar los cultivares de acuerdo a la similitud que presentan. En
primer caso se puede observar que sélo dos cultivares, ELPIDA y 3836, se asocian entre si
antes del 50% de la distancia méxima. Este comportamiento denota que no hay una
marcada cercanfa entre los cultivares de la cosecha de acuerdo a las variables analizadas.

Sin embargo, en las inmediaciones de este limite comienzan a conformarse los
demads grupos de cultivares, que guardan una relacion similar con las gréficas de ACP. El
grupo de genotipos que se relacionaba con las mejores variables sensoriales presenta una
tendencia a asociarse incluyendo las variedades 3806, CMP, 3812, CheRedRoj, 571, 569,
ELPIDA y 3836. En el caso de los cultivares cherry de coloracién amarilla, se asociaron
entre si ChePerAm y CheRedAm, denotando una gran cohesién para luego anexarse al
grupo anterior de mayor tamafo. Es importante destacar también el agrupamiento tardio
de los cultivares LA1589 y BIGUA a las restantes muestras debido a la gran diferencia
sensorial sobre los demds cultivares de la cosecha.
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Figura 9. Analisis de Conglomerados de la cosecha 2010.
Cultivares de la cosecha 2010.
(Algoritmo de Clasificacién: Encadenamiento Promedio, Distancia: Euclidea).

El estudio individual del Olor para la cosecha 2010 presenta como mejores
exponentes los cultivares CheRedRoj, 569, 3812 y ELPIDA. Al contrario de ellos, los
cultivares con menor apreciaciéon en el olor fueron BIGUA, LA1589 y CMP, siendo los
dos primeros los que mds variables sensoriales negativas aglomeran en el plano
bidimensional de componentes principales.

Para el sabor los cultivares de mejor aceptabilidad fueron 3836, 3806 y CMP
sorpresivamente, ya que en la valoracién olfativa fue catalogado como uno de los menos
apreciados. Respecto de las variedades con menor aceptabilidad para el sabor, se
encuentran BIGUA, LA1589 y los dos frutos cherrys con coloracién amarilla, ChePerAm
y CheRed Am.

En la Figura 10 se ejemplifican en los gréficos radiales los promedios de las
variables olor y sabor de la cosecha 2010.

CheRedRoj
«‘~ —D0Olor
LA1589 " 3812
o
cMmP ELPIDA

,h‘b,gzﬁ'a“\
(L]

Figura 10. Promedios de olor y sabor de la cosecha 2010.

Cosecha 2012

Los cultivares de la cosecha 2012 se analizaron mediante las técnicas
multivariadas descriptas en base a las variables sensoriales que los caracterizaron. Los
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andlisis de ACP sobre la cosecha 2012 permitieron observar una sectorizacién de las
variables sensoriales sobre el plano de los graficos.

En la Figura 11 es posible observar que las dos primeras componentes, CP1 y CP2,
cubrieron el 41 % de la variabilidad de los datos. En la primera de ellas, CP1, permitié
separar las mdaximas (color rojo) y minimas (color verde) categorias de las variables
sabor, olor, textura de piel, textura de pulpa, jugosidad, dulzura y cantidad de pulpa. En
la seccion de los valores negativos del eje CP1, se ubicaron las categorias de mayor
aceptaciéon mientras que en el sector opuesto lo hicieron las categorias de menor
calificacion. Esto permite observar, al igual que en las cosechas anteriores que este grupo
de variables de altas y bajas calificaciones tienden a asociarse entre ellas.

Sin embargo, pueden destacarse algunas excepciones particulares como el caso de
las variables Forma de Fruto-5 y Color de Piel-5 que se encontraron a corta distancia del
centroide que agrupa las variables sensoriales de menor calidad. También puede
nombrarse la ubicacién de las variables Forma de Fruto-1, Color de Pulpa-1, Valoracién
General-1 muy préximas al area del plano que conglomera la mayoria de las variables de
mayor apreciacion. Estas tltimas variables mencionadas tuvieron mds influencia sobre el
eje vertical CP2, exponiendo la mayor separacion en las categorias de las variables color
de piel y color de pulpa.

Un detalle que es importante resaltar es acerca de la valoracién general. Esta
variable se encuentra muy influenciada por otras de tipo visual como por ejemplo color
de piel, color de pulpa y forma de fruto. Puede observarse que en la cercania de los
valores maximos y minimos de valoracién general se asocian las variables de tipo visual
mencionadas en categorias similares.
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Figura 11. Andlisis de Componentes Principales de las diferentes categorias de cada variable sensorial de la cosecha 2012.
Las categorias de mayor aceptacion se destacan en rojo y las categorias de menor aceptacion se destacan en verde.

En cuanto a los cultivares que componen el andlisis, en la Figura 12 puede
visualizarse que en la seccién izquierda del plano se encuentran aglomerados la mayoria
de los cultivares, indiferentemente de su morfologia (perita, redondo o cherry) y del lado
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derecho del grafico se encuentran las variedades de menor aceptacién, el cultivar
silvestre LA1589, BIGUA, 3815 y M82. De la misma manera que en el afio 2010, la especie
S. pimpinellifolium, LA1589, es la muestra de mayor contraste en la cosecha, e incluso para
el pequefio grupo de frutos asociados a valores de baja calidad.

Metabolicamente la especie silvestre expresa un perfil de compuestos volétiles y
no volatiles diferente a la especie domesticadal'll, produciendo un impacto sensorial poco
aceptado. Coincidentemente con la cosecha previa, puede observarse el cultivar BIGUA
ubicado entre los frutos asociados a los bajos puntajes sensoriales, agregdndose M82 y
3815 en este caso.
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Figura 12. Andlisis de Componentes Principales. Cultivares de la cosecha 2012.

Los cultivares 3815 y LA1589 de tipo cherry presentan un aspecto muy regular y
coloracién muy intensa, por lo cual condicionan la posicién de estas variables (en su
mayor categoria) en el espacio donde se encuentran ubicadas estas variedades. En el caso
de Forma de Fruto-1, Color de Pulpa-1, se encuentran ubicados en una regién del gréfico
delimitada por 3819 (conocido como Corazén de Buey) y 3836. Los frutos tienen una
morfologia de tipo redondo, de aspecto grande, acostillado y forma poco definida, estas
caracterfisticas visuales poseen una gran influencia en el aspecto general del fruto y
consecuentemente sobre la baja puntuacién de las variables en cuestion.

Precisamente sobre esta zona centro-izquierda de la grafica se produce la mayor
concentracion de cultivares. Las variedades 552, 569, 715, 3837, 572, 571, 3836 y un poco
mas lejano 3819, sobre estos mismos recae la asociaciéon de las variables sensoriales en su
maxima condicion. La combinacién de estas variables en los frutos mencionados
promueve las mejores sensaciones consideradas por los jueces del panel.

El AC permite observar algunas asociaciones entre las variedades estudiadas
frutos que no se visualizan tan evidentemente en las graficas de los ACP. En la Figura 13
se ejemplifica el dendrograma del andlisis de conglomerados de la cosecha 2012.
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Figura 13. Andlisis de Conglomerados de la cosecha 2012.
Cultivares de la cosecha 2012.
(Algoritmo de Clasificacién: Encadenamiento Promedio, Distancia: Euclidea).

A partir del AC es posible remarcar que la primera asociacién entre cultivares es
entre ELPIDA y 3837, y en segundo lugar se asocia a este grupo el cultivar 3836,
presentando todos estos frutos una morfologia de tipo redondo. Seguidamente se asocian
a este grupo dos cultivares de tipo perita, 571 y 553 pero a un distancia mayor.

Los demds conglomerados formados se encuentran a distancias superiores al 50 %
de la distancia méxima. Puede observarse que el cultivar 569 se anexa al grupo anterior a
una distancia cercana a la mitad de la distancia maxima denotando similitud en la
apreciacion sensorial de los frutos que componen el grupo. En el caso de los tomates de
tipo cherry, las accesiones 572 y 715 también se encuentran agrupadas entre si, pero no es
el caso del tercer cultivar cherry 3815 que se asocia en forma mads lejana con el grupo que
aglomera la mayor cantidad de variedades.

El cultivar 552 no se asocia a ninguna otra variedad en particular, sino que se
anexa al mismo grupo mds heterogéneo conformado por diferentes tipos de frutos. Este
comportamiento sugiere que las variedades 552 y 3815 presentan caracteristicas
sensoriales muy diferentes a los demds cultivares presentes en la cosecha. De la misma
manera el grupo formado por BIGUA y M82 se agrupa a otros aglomerados en forma
tardia denotando gran disparidad sobre los demds de acuerdo a las variables sensoriales
analizadas.

Las muestras 3819 y LA1589 son los frutos mas distantes entre si y entre los
demas cultivares, esto puede comprobarse debido a que en las gréficas de ACP se sittan
en los extremos mds distales del mismo eje y en el gréfico de AC son los tltimos dos
cultivares que terminan asocidndose al resto de las muestras. Esto evidencia una gran
disparidad a nivel morfolégico y organoléptico.

El olor y el sabor analizados en forma individual para este conjunto de cultivares
se encuentran esquematizados en la Figura 14.

Respecto del olor, se puede apreciar que los cultivares tipo cherry 715 y 572
ofrecen los mas altos estandares, seguido de M82, 552 y 3819. Sorprende encontrar la
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variedad MS82 entre los primeros elegidos en cuanto al olor debido a que su
comportamiento en las demads cualidades organolépticas lo clasificaban como un fruto de
media a baja aceptacién. Sin embargo, la apreciacion olfativa lo coloca dentro de los
preferidos.

El sabor tiene los cultivares 3819, 552 y 569 entre los mejores frutos, siendo
ninguno de ellos de tipo cherry como ocurrié con el olor. Los primeros 5 frutos elegidos
corresponden a dos tomates redondo y tres de tipos perita.

Las muestras de frutos menos aceptadas coinciden en esta ocasién para el olor y
el sabor, LA1589, BIGUA y ELPIDA conforman las tdltimas posiciones en los graficos
radiales acompafiados por M82 en el sabor y 569 en el olor.

Figura 14. Promedios de olor y sabor de la cosecha 2012.

Los descriptores sensoriales de olor y sabor incorporados en la cosecha 2012
fueron analizados mediante ACP y graficados en la Figura 15.

Los resultados indicaron que los frutos de LA1589, ELPIDA, BIGUA, 571 y 569
conforman un grupo que se encuentra en buena correlacién con descriptores de
caracteristicas negativas, como por ejemplo: sabor y olor a moho, herbaceo, tomate
inmaduro, medicinal y rancio. En cambio sobre el mismo eje CP1 en el extremo opuesto
se distribuyen las caracteristicas mds apreciadas, olor y sabor frutal, floral y caracteristico
a tomate junto con los cultivares que poseian una mayor valoraciéon individual sobre el
sabor-olor y por andlisis estadistico multivariado.

Esta distribuciéon en la grafica de ACP de descriptores sensoriales con nuevas
variables se asemeja a la distribuciéon observada en los andlisis previos utilizando las
variables de rutina desde la cosecha 2009.
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Figura 15. Andlisis de Componentes Principales de los descriptores sensoriales de la cosecha 2012.

Un interesante dato surgié de la integracion de la informacién obtenida en cada
una de las cosechas respecto a la coloracién de los frutos de tomate analizados.

Fue posible observar que existe una relacion entre la aceptabilidad y la coloracién
de los frutos. Los panelistas eligieron en las diversas cosechas cultivares diferentes como
frutos mas aceptados, pero todos presentaban una coloracién roja caracteristica del fruto
madurol’2l. En cambio la presencia de coloracién no tipica, amarilla-naranja o morado en
la piel y pulpa, generé un impacto negativo sobre la valoracién del fruto.

Este criterio pudo ser observado en dos cosechas diferentes, incluyendo los
cultivares GPEA y CMP en 2009 y Cherry Amarillo Perita (CheAmPer), Cherry Amarillo
Redondo (CheAmRed) y CMP en 2010. En ambos afios todos estos cultivares obtuvieron
una baja puntuacién general observada en los diferentes anélisis realizados.

Al parecer el cambio de coloracién roja tipica del fruto posee un impacto negativo
en el juicio sensorial de los consumidores penalizando las variables que contemplan esta
cualidadl.

En la Figura 16 se ilustran los frutos de coloracién exoética utilizados en las
cosechas 2009 y 2010.

Figura 16. Cultivares de tomate de coloracion exética. De izquierda a derecha: GPEA, CheAmPer, CheAmRed y CMP.
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Conclusiones

El andlisis de los datos sensoriales sobre los frutos objeto de estudio en cada
cosecha ha permitido identificar cudles de estas variedades presentan aceptaciéon o
rechazo sobre los consumidores habituales. El andlisis grafico por medio de métodos
estadisticos univariados y multivariados permitieron relacionar ciertas variables con
cultivares en particular.

En base a los analisis realizados las variables quimicas como olor, sabor, dulzura
y las fisicas como textura de la pulpa y piel, jugosidad y cantidad de pulpa fueron las
variables que mads diferencias aportaron en el andlisis durante las tres cosechas
estudiadas.

Los cultivares se agruparon en funcién de las variables antes mencionadas,
evidenciando claramente grupos conteniendo variedades con buenas calificaciones
separados de otras variedades con baja aceptaciéon sensorial.

La variable sensorial valoracion general del fruto no permitié diferenciar
cultivares como criterio de calidad debido a que se encontr6é fuertemente influenciada
por otras variables como color de pulpa, color de piel y forma del fruto. La valoraciéon
general presenté una mayor relacion sobre las caracteristicas visuales que las
caracteristicas aportadas por la degustacién del fruto.

La coloracién roja tipica del fruto del tomate present6 una gran relevancia como
pardmetro de aceptabilidad en los cultivares estudiados por el plantel de jueces
sensoriales.

El objetivo principal de este estudio fue caracterizar los cultivares en funcién del
aroma y sabor de sus frutos.

En el afio 2009, los cultivares més aceptados correspondieron a 572, 3806 y 557
mientras que los menos apreciados fueron M82, GPEA y CMP.

En la cosecha 2010 los frutos con mayor nivel de aceptacion para el olor fueron
CheRedRoj, 569, 3837 y para el sabor fueron 3836, 3806 y CMP. Por el contrario las
variedades que causaron menor impresién positiva para las dos variables, fueron BIGUA
y LA1589 coincidentemente y las dos variedades de cherrys amarillos, ChePerAm y
CheRedAm.

Por ultimo, en la cosecha 2012 se encontré que las variedades 715, 572, M82, 552
para el olor y 3819, 552 y 569 para el sabor fueron considerados como los mejores
exponentes sensoriales. Por otro lado los cultivares LA1589, BIGUA y ELPIDA
conformaron el grupo de los menos aceptados para las dos variables de mayor interés.

En base a los resultados obtenidos puede observarse que en general los cultivares
menos aceptados expresaron las menores caracteristicas de calidad en las dos variables
sensoriales olor y sabor del fruto.
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En forma general en base a los resultados obtenidos los cultivares de mayor y

menor apreciacion durante las cosechas estudiadas fueron:

Cultivares
de mayor apreciacion

Cultivares
de menor apreciacién

572
3806
569
CheRedRoj
715
3836
3812
3819

LA1589
BIGUA
GPEA

ELPIDA

CMP
CheAmPer
CheAmRed
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METABOLOMICA DE LOS COMPUESTOS
ORGANICOS VOLATILES DEL FRUTO DEL TOMATE

Perfiles de metabolitos volatiles en tomates

Los analisis metabolémicos provenientes de matrices vegetales y sus derivados
alimenticios producen una generosa cantidad de informacién abarcando perfiles de
numerosos tipos de compuestos naturales que pueden determinarse por distintas
técnicas de anélisis. Por lo general los metabolitos suelen clasificarse de acuerdo a su
ubicacién e importancia en una ruta metabdlica conocida, como metabolitos primarios,
intermediarios o secundarios. Otra posible clasificacion se basa de acuerdo a las
caracteristicas fisicoquimicas de los compuestos que en términos generales pueden
dividirse en metabolitos volétiles y no volatiles, hidrofilicos y lipofilicos.

El perfil de compuestos organicos volatiles del fruto del tomate es uno de los mas
abundantes debido a la gran diversidad de compuestos que pueden identificarse.
Precisamente surge de su enorme heterogeneidad una elevada complejidad cuando son
abordados estudios involucrando esta porciéon del metaboloma del tomate [ 2.

Dentro de los metabolitos volatiles se encuentra una serie de compuestos que se
destacan como “metabolitos voldtiles de impacto”, surgiendo este término a partir de su rol
activo en la formacién del aroma y sabor caracteristico del fruto del tomate. Los COVs
que forman este selecto grupo provienen de distintos origenes metabdlicos, como por
ejemplo acidos grasos, terpenos, aminoécidos y carotenoides. Los metabolitos de impacto
poseen diferencias a nivel estructural y contienen distintos grupos funcionales, pero el
requisito que todos ellos poseen es una concentracién en el fruto superior a 1 ppb (ng kg
1) y un nivel de deteccién para el olfato humano muy bajo (concentracién umbral de
deteccion). Uno de los ejemplos mas notorios es la f-damascenona que se encuentran en
concentraciones cercanas a 1 ppb y su minima concentracion detectable por el olfato
humano es cercana a 0,002 ppb 13 41.

Entre los COVs de impacto se encuentra la familia de los aldehidos de cadena
corta derivados del metabolismo de acidos grasos. Estos metabolitos son los mas
abundantes en el perfil de COVs, y son los responsables de contribuir al olor herbaceo
que puede apreciarse en algunos frutos y sobre todo en las plantas debido a su alta
concentracion en las hojasbl.

A continuacién se nombran los COVs denominados de impacto: cis-3-hexenal, -
ionona, hexanal, f-damascenona, 1-penten-3-ona, 2-metilbutanal, 3-metilbutanal, trans-2-
hexenal, 2-isobutiltiazol, 1-nitro-2-feniletano, trans-2-heptenal, fenilacetaldehido, 6-metil-
5-hepten-2-ona, cis-3-hexenol, 2-feniletanol, 3-metil-1-butanol, salicilato de metilo, geranil
acetona, f-citral, 1-nitropentano, linalool, 1-penten-3-ol, trans-2-pentenal, pentanol,
pseudoionona, isobutilnitrilo, hexanol y B-ionona ep6xidol3l.

Ademas de los metabolitos de impacto también es posible detectar una gran
cantidad de otros COVs. Muchos de ellos no cuentan con informacién acerca de su rol e
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importancia en el desarrollo de las caracteristicas sensoriales del fruto. Por ello en los
altimos afios se ha tratado de ampliar la lista de los compuestos quimicos con actividad
real sobre el olor del tomate abarcando la mayor cantidad de metabolitos que pueden ser
determinados a partir del analisis del fruto [67].

Puntualmente en el desarrollo de la presente tesis y considerando la cantidad de
variedades, las repeticiones biol6gicas/analiticas de cada cultivar y la enorme cantidad
de metabolitos determinados, se obtuvo un extenso volumen de informacién que debi6
ser procesado y ordenado para permitir elucidar aspectos ligados al anélisis de COVs y
su relacion con el aroma y sabor de los frutos del tomate.

El procesamiento de la informacién de metabolitos volatiles obtenido por HS-
SPME-GC/MS fue descripto en el Capitulo II: Materiales y Métodos. Los resultados
alcanzados a partir de los anélisis de las cosechas 2009, 2010 y 2012 fueron obtenidos
utilizando técnicas de andlisis estadistico multivariado que permitieron ordenar y
exponer diferencias y similitudes sobre un gran conjunto de datos.

Analisis de los Datos

La informacién obtenida en cada cosecha fue evaluada mediante las metodologias
multivariadas de analisis: Anadlisis de Componentes Principales (ACP), Analisis de
Conglomerados (AC) y Analisis por Redes Neuronales Artificiales (ARNeu).

Una mencién especial es necesaria para introducir los ARNeu. Estos modelos han
comenzado a implementarse en los ultimos tiempos en la bioinformaética cubriendo
muchos aspectos requeridos por los analistas de base bioldgical®l. Tal es el caso del
software omeSOM, una plataforma de anélisis basada en mapas auto-organizativos bajo
el modelo de redes neuronales artificiales!l.

Inicialmente fue desarrollado para extraer informacién en forma gréfica y sencilla
a partir de grandes cantidades de datos de expresiéon de genes y metabolitos. El software
permite resaltar la co-expresién y co-acumulaciéon de grupos y patrones de metabolitos y
genes en los conglomerados formados en la capa de resultados. Uno de las mayores
ventajas es la posibilidad de descubrir y sefialar relaciones ocultas presentes entre la
matriz de datos que por otras técnicas de andlisis resulta muy dificultoso caracterizar [0
111, Debido a la alta plasticidad del software fue posible adaptar su uso a una estructura
de informacién que involucrara otro tipo datos, como por ejemplo los sensoriales.

El software fue disefiado por investigadores del Centro de Investigacion en
Seniales, Sistemas e Inteligencia Artificial de la Facultad de Ingenieria y Ciencias Hidricas
de la Universidad Nacional del Litoral y se ofrece libremente para cualquier usuario en
diferentes versiones.

La evaluacion de los resultados en base a estas técnicas de analisis comentadas,
permitié obtener asociaciones entre cultivares, metabolitos y datos sensoriales.
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Analisis de los Compuestos Organicos Volatiles de 1a Cosecha 2009

La cosecha 2009 cuenta con 9 variedades distintas de tomate. A su vez tres frutos
diferentes de estas variedades, considerados como réplicas y nombradas a modo de
ejemplo como 552-1, 552-2 y 552-3, fueron analizados utilizando HS-SPME-GC/MS para
la determinacién de los perfiles de metabolitos volatiles correspondientes. Los datos
obtenidos de los cromatogramas fueron normalizados por el peso de la muestra y un
estdindar interno, como fue descripto en el Capitulo II: Materiales y Métodos.
Posteriormente a la normalizacién de los datos se analizaron por las diferentes técnicas
estadisticas multivariadas.

Inicialmente es necesario realizar un analisis exploratorio de los datos para
obtener un mayor conocimiento acerca de los cultivares y sus relaciones con los COVs
analizados. El analisis de conglomerados (AC) permite visualizar el agrupamiento
natural de las observaciones de acuerdo a la similitud compartida sobre las variables
analizadas. En la Figura 1 se muestra el dendrograma obtenido del AC de la cosecha
2009.
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Figura 1. Analisis de Conglomerados de las variables metabdélicas de la cosecha 2009.
Cultivares de la cosecha 2009.
(Algoritmo de Clasificacién: Encadenamiento Promedio, Distancia: Gower).

La gréfica permite observar que la distribucién de las réplicas de la mayoria de
los cultivares presentaron muy buena cohesion. Las repeticiones se agruparon entre si a
una corta distancia del origen, sefialando que la disparidad encontrada dentro de las
réplicas de un mismo cultivar fue pequefia. Sélo las repeticiones pertenecientes a los
cultivares 3806 y 557 demostraron mayor dispersion agrupandose antes a otros cultivares
que a sus propias repeticiones.

Con mayor detalle la grafica demuestra que a una referencia del 50 % de la
distancia méxima quedaron conformados 2 grupos de cultivares conteniendo las
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variedades 569, 572 en forma mas préxima con GPEA y el otro conglomerado
conteniendo a 557, 3806, CMP y M82. También fue posible observar que los cultivares
552 y 571 se mantuvieron separados del resto de los grupos mencionados al menos hasta
el 50 % de la distancia méxima. Estos dos tltimos cultivares fueron los que demostraron
mayor diferencia en base a las variables metabélicas analizadas.

Posteriormente se realizé un Anélisis de Componentes Principales (ACP) con los
mismos datos metabolicos y cultivares. En la Figura 2 se grafica el plano bidimensional
del anélisis de ACP de los cultivares de la cosecha 2009. La variabilidad total
representada en la grafica corresponde al 53,8%, aportando el eje CP1 en mayor
proporcion con el 32,5% y el eje CP2 con el 21,3%.
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Figura 2. Analisis de Componentes Principales de los COVs de la cosecha 2009.
Cultivares de la cosecha 2009.

A partir del gréafico de ACP puede observarse que los cultivares se mantuvieron
agrupados casi de igual manera al analisis de AC. Los grupos conformados contuvieron
a las variedades CMP, 557 y M82 en el Grupo 1 sobre la seccién de valores negativos del
eje CP1 y GPEA, 572 y 569 incluidos en el Grupo 2 sobre la seccién opuesta del mismo
eje.

Una vez determinada la agrupacién entre cultivares debe considerarse la
informacion sensorial disponible para estos frutos. Recordando los datos mencionados
en el Capitulo IV: Anadlisis Sensorial de los Frutos de Tomate, los cultivares mas
apreciados en cuanto a su olor fueron 3806, 557, 572 y 569 mientras que las variedades
menos valoradas fueron 571, M82 y GPEA.

Con esta informacién, de manera simplificada puede inferirse que la porcién del
plano donde se ubicé el Grupo-1, incluyendo los cultivares 571, M82 y CMP, contuvo en
mayor medida las variedades de menor calidad sensorial. Por otro lado, la Grupo-2 que
incluy¢ a los cultivares 572 y 569 puede considerarse como la seccién de la gréfica donde
se ubicaron en forma general las variedades con mejor aceptacion.
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A esta clasificaciéon debe tenerse en cuenta que la variedad 3806, con una buena
aceptacion sensorial, pero con una mayor variabilidad metabdlica entre sus réplicas, se
separ6 completamente de los dos grupos conformados. También fueron una excepcién
las variedades 557 y GPEA. El primero de ellos calificado como un buen cultivar pero
ubicado en la zona de menor calidad, y la variedad GPEA clasificado con caracteristicas
sensoriales bajas e incluido en la zona de los frutos mas apreciados. A pesar del
comportamiento de estos cultivares, fue posible observar una tendencia en la separacién
de las variedades en base a su calificacion sensorial.

Conjuntamente con la distribucion de variedades de tomates, pudo observarse en
el mismo plano del ACP la distribucion de las variables volatiles utilizadas en el anélisis.
En la Figura 3 se esquematiza esta informacion.
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Figura 3. Analisis de Componentes Principales de los COVs de la cosecha 2009.

A partir de la distribucién de las variables metabdlicas pudo observarse que
esquemdticamente se presentaron dos aglomeraciones de COVs mds importantes, la
Zona 2 y la Zona 3. En menor grado la Zona 1, muy cercana a ambos grupos de variables,
involucré algunos pocos metabolitos volatiles.

La Zona 3 coincidié mayoritariamente con la posicion del cultivar 3806, sin
embargo la zona delimitada por las variables se extendié ampliamente sobre esa seccién
del plano. Sobre la Zona 2, que involucré una gran cantidad de COVs agrupados,
present6 mayor relacién con los cultivares GPEA, 572, 569 y 552. Por tltimo la Zona 1 se
correlacioné con los cultivares CMP, 557, M82 y 571.

Un analisis mas esquematico de la distribucion de COVs fue realizado teniendo
en cuenta el origen metabolico de cada una de las variables. En la Figura 4 se encuentran
graficados los compuestos volatiles de acuerdo a la via metabélica de la cual derivan. Los
COVs fueron clasificados en forma general como derivados de &cidos grasos (1: violeta),
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aminoacidos no aromadticos (2: azul), aminoédcidos aromaticos (3: celeste), terpenos (4:
verde), carotenoides (5: amarillo) y de origen e identidad desconocida (6: rojo).
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Figura 4. Distribucién de COVs de acuerdo a su origen metabélico de la cosecha 2009.

Considerando las zonas delimitadas anteriormente puede observarse que en la
Zona 3 hubo mayor aporte de los dcidos grasos (violeta) y terpenos (verde) coincidente
con la variedad 3806. Por otro lado en la Zona 2 se observé mayor contribucién de los
aminodcidos, con y sin residuos aromaticos (celeste y azul), y los carotenoides
(amarillos). Por altimo la Zona 1 como fue mencionado anteriormente posee muy pocos
COVs asociados, con una leve predominancia de los derivados de acidos grasos.

En las tablas siguientes se detallan los COVs incluidos dentro de cada una de las
zonas demarcadas especificando el origen metabdlico de cada uno de los compuestos. La
clasificacion metabdlica corresponde a los cuatro origenes diferentes mencionados
previamente: &cidos grasos (AG), aminoacidos (AA), terpenoides (TER), carotenoides
(CAR) y las sefiales sin identificar (UNK).

Tabla 1. COVs integrantes de la Zona 1 de la cosecha 2009.

Zonal
Codigo Nombre Origen Coédigo Nombre Origen
M2 UNKm/z 43 UNK M44 2-metil-3-fenil-1-propeno AA
M6 metil butanoato AG M74 UNK m/z 57-3 UNK
M9 1,4-pentadieno AG M84 UNK m/z 147 UNK

M13 hexanal AG
AA: aminoéacidos, AG: 4cidos grasos, TER: terpenos, CAR: Carotenoides y UNK: desconocidos.

En la Zonal a pesar de contener pocos compuestos volatiles, hay una ligera
predominancia de metabolitos derivados de los acidos grasos aportando un 43 % de los
COVs totales. Entre ellos se destaca el metabolito volatil de impacto hexanal BB 121,
También en este sector de la gréfica se observaron algunas sefiales no identificadas
(UNK) en un porcentaje similar a los derivados de acidos grasos.

En la Zona 2 en el margen derecho de la gréfica se observé una mayor
concentracién de COVs. En la Tabla 2 se describen los metabolitos incluidos en esta zona.
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Tabla 2. COVs integrantes de la Zona 2 de la cosecha 2009.

Zona 2
Codigo Nombre Origen Codigo Nombre Origen
M1 2-metilfurano AG M66 carvona CAR
M3 3-metilbutanal AA Mé68 2-decenal AG
M7 3-metil-1-butanol AA M69 o-citral CAR
M16 heptanal AG M70 2-undecanona AG
M17 1-nitropentano AA M71 2,4-decadienal AG
M18 o-pineno TER M72 2-undecanol AG
M19 limoneno 6xido TER M73 duraldehido AA
M20 UNK m/z 83 UNK M75 (3E)-4-metil-3-hepten-2-ona AG
M21 p-metoxitolueno AA M77 eugenol AA
M28 6-metil-5-hepten-2-ona CAR M79 UNK m/z 161 UNK
M29 2-pentilfurano AG M8 UNK m/z 55 UNK
M30 isoterpinoleno TER M80 B-damascenona CAR
M31 UNKm/z 57-1 UNK M82 UNKm/z 68 UNK
M32 6-metil-5-hepten-2-ol CAR M83 verdil acetato TER
M33 octanal AG M85 geranil acetona CAR
M34 UNK m/z 105 UNK M86 2,5-ditertbutilbenzoquinona AA
M35 limoneno TER M87 lilial AA
M37 2-isobutiltiazol AA M89 B-ionona CAR
M38 2-octenal AG M90 B-ionona epéxido CAR
M43 UNK m/z 58 UNK MoI1 2-dodecanona AG
M45 guayacol AA M93 arhimachalen-2-ol TER
M47 2-nonen-1-ol AG M94 salicilato de propilo AA
M52 3-metilheptilacetato AG M95 UNKm/z 115 UNK
M54 bencilnitrilo AA M96 salicilato de isoamilo AA
M59 decanal AG M97 pseudoionona CAR
M60 salicilato de metilo AA M98 B-metilionona CAR
Mé61 UNKm/z 119 UNK M99 benzofenona AA
M63 dimetilbenzaldehido AA M100 8-pentadecanona AG
Mé64 UNK m/z 57-2 UNK M101 o-hexilcinamaldehido AA

M65 B-citral CAR

AA: aminodacidos, AG: acidos grasos, TER: terpenos, CAR: Carotenoides y UNK: desconocidos.

Esta zona aglomer6 el mayor ntimero de variables volatiles (59 metabolitos),
conformada por un 30 % de derivados de aminoacidos, un 25 % de acidos grasos, un 19
% de carotenoides y un 10 % de terpenos. Dentro de las variables agrupadas pueden
remarcarse algunos pertenecientes a la serie de los metabolitos volatiles de impacto. Los
mismos fueron 3-metil-1-butanol, 3-metilbutanal, 1-nitropentano, 6-metil-5-hepten-2-ona,
2-isobutiltiazol, salicilato de metilo, B-citral, f-damascenona, geranil acetona, B-ionona,
B-ionona epéxido, pseudoionona. Interesantemente, los COVs de impacto en este grupo
de metabolitos solo derivan de carotenoides y aminodcidos. Otro detalle relevante surge
a partir de la presencia de 3-metil-1-butanol, 3-metilbutanal, 1-nitropentano y 2-
isobutiltiazol que fueron los tnicos COVs que no derivan de aminoacidos con residuos
aromaticos en su estructura, los mismos provienen de aminoécidos ramificados como la
leucina e isoleucina [1314],

Ademds en esta zona se encontraron otros metabolitos volétiles que son
derivados directos de metabolitos de impacto, ejemplos de estos son heptanal, 6-metil-5-
hepten-2-ol, bencilnitrilo, a-citral y B-metilionona. Sumados a estos COVs también
pueden nombrarse otros metabolitos frecuentemente asociados al olor del fruto en los
perfiles de metabolitos volatiles, como guayacol y eugenol.
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La Zona 3 se ubic6 en la zona central superior de la grafica conteniendo una gran
cantidad de metabolitos volatiles. En la Tabla 3 se describen los COVs de la zona
mencionada.

Tabla 3. COVs integrantes de la Zona 3 de la cosecha 2009.

Zona 3
Codigo Nombre Origen Codigo Nombre Origen
M4 1-penten-3-ona AG M46 linalool TER
M5 2-etil-furano AG M48 2-metilacetofenona AA
M10 4-pentenal AG M49 o-isoforona CAR
M11 tolueno AA M50 2-feniletanol AA
M12 cis-3-hexenal AG M51 alcanfor TER
M14 cis-2-hexenal AG M53 UNKm/z 120 UNK
M15 trans-2-hexenal AG M55 bencil acetato AA
M23 UNK m/z 93-2 UNK Mb56 UNK m/z 94 UNK
M24 trans-2-heptenal AG M57 DMHEX TER
M25 6xido geranico TER M58 o-terpineol TER
M26 benzaldehido AA M62 p-ment-1-en-9-al TER
M27 metil trimetoxi acetato UNK M67 2-feniletilacetato AA
M36 2-etil-1-hexanol AG M76 UNK m/z 95 UNK
M39 fenilacetaldehido AA M78 TRIMCICL TER
M40 cis-linalil 6xido TER M81 2-metil-2-octen-4-ona AG
M41 terpinoleno TER M88 UNK m/z 131 UNK
M42 trans-linalil 6xido TER M92 1-fenil-1-propanol AA

AA: aminodacidos, AG: dcidos grasos, TER: terpenos, CAR: Carotenoides y UNK: desconocidos.

En la Zona 3 coincidiendo con el cultivar 3806, uno de las variedades mas
apreciadas en cuanto a su olor, se encontré una abundancia similar entre derivados
volatiles de terpenos, 4cidos grasos y aminoacidos aportando un 30 %, 26 % y 23 %
respectivamente del total de COVs.

Los metabolitos de impacto presentes en este grupo fueron 1-penten-3-ona, cis-3-
hexenal, trans-2-hexenal, trans-2-heptenal, fenilacetaldehido, 2-feniletanol y linalool. En
este caso, los COVs de impacto mas abundantes correspondieron a los derivados de
acidos grasos. Es conocido que estos metabolitos contribuyen mayormente a expresar
caracteristicas herbaceas y frescas en el fruto del tomatel4.

Otros COVs relacionados en estudios metabolémicos sobre el fruto del tomate
también se encontraron en este grupo de variables, como por ejemplo benzaldehido, cis-
linalil 6xido y trans-linalil 6xidolél.

Los analisis multivariados clasicos utilizados han permitido definir la agrupacién
de cultivares en base a sus similitudes y diferencias metabélicas conservando asi también
una clasificaciéon ligada a sus caracteristicas sensoriales. También fue posible asignar
grupos de COVs a determinados cultivares o grupos de cultivares proporcionando
informacion acerca de las vias metabdlicas que dan origen a los COVs asociados.
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Analisis por Redes Neuronales Artificiales de la Cosecha 2009

En forma complementaria a estos andlisis se emple6 el ARNeu que brindé
informacion mds depurada sobre las variables metabdlicas que se asocian
especificamente a variables sensoriales de interés, como el olor y sabor caracteristico.

Los analisis basados en ARNeu permiten delimitar la bisqueda de asociaciones
en forma especifica a una variable de interés (metabdlica o sensorial) dentro del extenso
paquete de datos analizados. Los resultados de estos anélisis enfatizan la co-expresion de
variables con un patrén similar aglomerando en grupos definidos las observaciones
consideradas. En el caso puntual de esta tesis utilizando conjuntamente los datos de
COVs y la informacién sensorial de los cultivares fue posible relacionar directamente los
metabolitos volatiles asociados especificamente a las variables organolépticas de mayor
interés.

Los datos metabdlicos y sensoriales de la cosecha 2009 fueron analizados
mediante el software *omeSOM utilizando un esquema de conglomerados neuronales de
7 neuronas por capa en forma especular, permitiendo observar de esta manera las
correlaciones invertidas entre las variables en las graficas de resultados.

En la Figura 5, se grafica la capa final de resultados identificando los ntimeros
correspondientes a las neuronas de mayor relevancia en el mapa neuronal de salida.

Las variables sensoriales de mayor interés, olor caracteristico y sabor
caracteristico, se situaron en las neuronas N° 4 y N° 22 respectivamente del mapa de
resultados. Dentro de cada una de estas neuronas se aglomeraron conjuntamente con el
olor y el sabor otras variables (sensoriales y/o metabdlicas) presentando un patrén de
expresion similar entre todas ellas. De esta manera los metabolitos y otras caracteristicas
organolépticas dentro de la neurona forman el conglomerado que denota la mayor
correlacion respecto a las variables de importancia.
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Figura 5. Mapa Neuronal de Resultados del andlisis de COVs por ARNeu de la cosecha 2009.
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En la Figura 6 se grafican los detalles del interior de la neurona N° 4 que contiene
la variable sensorial olor caracteristico y otras variables metabdlicas y sensoriales
relacionadas.
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Figura 6. Detalle de la Neurona 4 del analisis de ARNeu de la cosecha 2009.

Las variables incluidas en la neurona N° 4 presentaron la mayor correlacién con
el olor caracteristico, exponiendo un perfil de expresiéon similar al determinado por la

variable de interés. En la Figura 7, se esquematiza el comportamiento de la variable olor
caracteristico en los cultivares de la cosecha 2009.
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Figura 7. Esquema del perfil de la variable Olor Caracteristico en la cosecha 2009.

En la Tabla 4 se enumeran las variables que conformaron la neurona N° 4
informando también en cada metabolito cual fue su ubicacion (1) en las zonas
delimitadas en los anélisis de ACP.
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Tabla 4. Variables integrantes de la Neurona 4 del ARNeu de la cosecha 2009.

Olor Caracteristico (Neurona 4)

N V Codigo Nombre (n) N V Caodigo Nombre (n)

4 0 M5 2-etil-furano (3) 4 0 M53 UNK m/z 120 (3)
40 Mi1 tolueno (3) 4 0 M57 DMHEX (3)

4 0 M12 cis-3-hexenal (3) 4 0 M58 a-terpineol (3)

4 0 M26 benzaldehido (3) 4 0 Mé62 p-ment-1-en-9-al (3)
4 0 M36 2-etil-1-hexanol (3) 4 0 Sens For. Fruto (inv)

4 0 M39 fenilacetaldehido (3) 4 0 Sens Olor

4 0 M51 alcanfor (3)

N: nimero de neurona. V: vecindad. Sens: variable sensorial.
(n): ubicacion del COVs en las zonas descriptas del andlisis de ACP.

Puede observarse que todas las variables metabdlicas asociadas con mayor
fortaleza al olor caracteristico se encontraron incluidas en la Zona 3 de los gréficos de
ACP (Figura 3). Debe considerarse también que el cultivar 3806, siendo el mejor
exponente sensorial en cuanto a su olor, fue la variedad que se asocié en mayor medida
con los COVs contenidos en la Zona 3.

Complementariamente a la neurona N° 4, los conglomerados més préximos, en la
vecindad +1, se ubicaron en las neuronas N° 3, N° 5 y N° 11 (Figura 5). Dentro de estas
neuronas se asociaron otras variables que presentaron perfiles de expresiéon similar
respecto al olor caracteristico. En las Figuras 8 y 9 se grafican los detalles de las neuronas
N°3 y N°5 (el detalle de la neurona N° 11 se encuentra en la Figura 6 del Anexo Digital
ARNeu).
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Figura 8. Detalle de la Neurona 3 del analisis de ARNeu de la cosecha 2009.
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Figura 9. Detalle de la Neurona 5 del andlisis de ARNeu de la cosecha 2009.

En la Tabla 5 se enumeran las variables encontradas en las neuronas con una
vecindad +1, N° 3, 5 y 11, respecto de la neurona N° 4, conteniendo el olor caracteristico.

Tabla 5. Variables integrantes de las neuronas vecinas a la Neurona 4 del ARNeu de la
cosecha 2009.

Olor Caracteristico (Neurona 4)

N V  Cédigo Nombre (n) N V  Cédigo Nombre (n)

3 1 M41 terpinoleno (3) 3 1 M50 2-feniletanol (3)

3 1 M46 linalool (3) 3 1 Sens Val. Gral.

3 1 M48 2-metilacetofenona (3) 3 1 Sens Col. Pulpa

5 1 M49 a-isoforona (3) 5 1 M92 1-fenil-1-propanol (3)
5 1 M76 UNK m/z 95 (3) 11 1 M25 6xido geranico (3)
5 1 M88 UNK m/z 131 (3)

N: nimero de neurona. V: vecindad. Sens: variable sensorial
(n): ubicacion del COVs en las zonas descriptas del andlisis de ACP.

Nuevamente puede observarse que todos los COVs asociados en la vecindad +1
al olor caracteristico pertenecieron a la Zona 3 de los gréficos de ACP.

En cuanto a las variables que pudieron asociarse al olor caracteristico, se pueden
destacar los metabolitos de impactol'2 13, cis-3-hexenal y fenilacetaldehido en la misma
neurona N° 4 y 2-feniletanol y linalool en las neuronas de la vecindad +1. También fue
posible observar otros COVs que hasta el momento no han sido asociados como posibles
contribuyentes al olor del tomate. Entre ellos puede mencionarse a 2-etilfurano, tolueno,
2-etil-1-hexanol, alcanfor, a-terpineol, p-ment-1-en-9-al, DMHEX: 3,6-dimetil-2, 3, 3a, 4, 5,
7a-hexahidrobenzofurano, 1-fenil-1-propanol y O6xido gerdnico. También pueden
mencionarse a los compuestos volatiles no identificados (UNK) que formaron parte de
este grupo relacionado con el olor del fruto, estas sefiales fueron UNK m/z 120, UNK
m/z 95y UNKm/z 131.

Ademaés, el olor caracteristico también se relaciond con otras variables sensoriales
como valoracién general, color de pulpa en forma directa y forma del fruto en modo
invertido.

Los COVs integrantes de este grupo de neuronas relacionadas al olor
caracteristico presentaron perfiles muy similares al descripto por la variable sensorial de
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interés. Esta informacién permite desprender la idea de que los metabolitos sefialados,
teniendo una correlacion directa o inversa con el olor, podrian estar involucrados en el
desarrollo de esta caracteristica organoléptica de interés. El hecho de que pertenezcan a
la zona de influencia dominada por el cultivar que mayor calidad presenté por su olor,
3806, refuerza aun mas esta hipotesis.

El mismo andlisis fue realizado también para el sabor caracteristico. Esta variable
se ubic6 més alejada de la neurona conteniendo el olor caracteristico, precisamente en la
neurona N° 22 teniendo como vecinas mas proximas a las neuronas N° 15 y N° 29 (Figura
5). En la Figura 10 puede observarse el detalle de la neurona N° 22 conteniendo el sabor

caracteristico y en la Figura 11 el perfil de la variable en los cultivares ensayados del
2009.
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Figura 10. Detalle de la Neurona 22 del analisis de ARNeu de la cosecha 2009.
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Figura 11. Esquema del perfil de la variable Sabor Caracteristico en la cosecha 2009.

En el caso del olor y sabor caracteristico, puede observarse en las Figuras 7 y 11,
que el patron expresado por las dos variables sensoriales ofrece una gran similitud y
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coinciden en los maximos exponentes, siendo las variedades 3806, 557, 569 y 572
conjuntamente.

En la Tabla 6, se ejemplifican las variables que se encontraron formando parte del
aglomerado de la neurona N° 22. Se especifica también para cada metabolito volatil en
que zona fue ubicado en los analisis de distribucién de COVs de ACP.

Tabla 6. Variables integrantes de la Neurona N° 22 del ARNeu de la cosecha 2009.

Sabor Caracteristico (Neurona 22)

N V Cédigo Nombre (n) N V Codigo Nombre (n)

22 0 M29 2-pentilfurano (2) 22 0 M82 UNK m/z 68 (2)
22 0 Mé61 UNKm/z119 (2) 22 0 M90 B-ionona epodxido (2)
22 0 M80 B-damascenona (2) 22 0 Sens Sabor

N: nimero de neurona. V: vecindad. Sens: variable sensorial
(n): ubicacion del COVs en las zonas descriptas del andlisis de ACP.

En este caso se obtuvo menor cantidad de variables intimamente correlacionadas
al sabor del fruto. Sin embargo, en las neuronas mas proximas, N° 15 y N° 29, se
concentr6 una gran cantidad de variables de tipo metabdlico con perfiles similares. En las

Figuras 12 y 13 se grafican los perfiles expresados por las variables incluidas en las
neuronas mencionadas.
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Figura 12. Detalle de la Neurona 15 del analisis de ARNeu de la cosecha 2009.
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Figura 13. Detalle de la Neurona 29 del analisis de ARNeu de la cosecha 2009.

M8

La suma de las variables sensoriales y metabdlicas en la zona de influencia del
sabor caracteristico conté con 33 asociaciones, mayormente encontradas en las neuronas
vecinas. En la Tabla 7 se enumeran las variables encontradas en esta tltima seccién
mencionada.

Tabla 7. Variables integrantes de las neuronas vecinas a la Neurona 22 del ARNeu de
la cosecha 2009.

Sabor Caracteristico (Neurona 22)

N V  Cédigo Nombre (n) N V  Cédigo Nombre (n)

15 1 M3 3-metilbutanal (2) 15 1 M95 UNK m/z 115 (2)

15 1 M17 1-nitropentano (2) 15 1 M96 salicilato de isoamilo (2)
15 1 M59 decanal (2) 15 1 M99 benzofenona (2)

15 1 Mé64 UNK m/z57-2 (2) 15 1 M100 8-pentadecanona (2)
15 1 M89 B-ionona (2) 15 1 M101 a-hexilcinamaldehido (2)
15 1 M94 salicilato de propilo (2) 15 1 Sens Dulzura

29 1 M8 UNK m/z 55 (2) 29 1 Me65 B-citral (2)

29 1 Mi16 heptanal (2) 29 1 M66 carvona (2)

29 1 M21 p-metoxitolueno (2) 29 1 M68 2-decenal (2)

29 1 M28 6-metil-5-hepten-2-ona (2) 29 1 M69 o-citral (2)

29 1 M32 6-metil-5-hepten-2-ol (2) 29 1 M71 2,4-decadienal (2)

29 1 M37 2-isobutiltiazol (2) 29 1 M85 geranil acetona (2)
29 1 M38 2-octenal (2) 29 1 MI1 2-dodecanona (2)

29 1 M54 bencilnitrilo (2) 29 1 M97 pseudoionona (2)

N: nimero de neurona. V: vecindad. Sens: variable sensorial
(n): ubicacion del COVs en las zonas descriptas del andlisis de ACP.

Las variables pertenecientes al conglomerado del sabor caracteristico se ubicaron
exclusivamente en la Zona 2 del anélisis de ACP (Figura 3). Precisamente en esa zona se
asociaron los cultivares 572, 569, 552 y GPEA (Figura 2) destacandose los tres primeros
como algunas de las variedades de mayor calidad en base a su sabor.

Entre las variables metabdlicas asociadas se encontré una buena proporcion de
metabolitos de impacto, entre ellos puede nombrarse a P-damascenona, B-ionona
epoxido, 3-metilbutanal, 1-nitropentano, p-ionona, 6-metil-5-hepten-2-ona, 2-
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isobutiltiazol, B-citral, geranil acetona y pseudoionona. Merece destacarse también que la
mayoria de estos importantes COVs pertenecen a derivados del metabolismo de
carotenoides. Otros metabolitos que pueden resaltarse fueron heptanal, 6-metil-5-hepten-
2-0l, a~citral, salicilato de propilo, salicilato de isoamilo y bencilnitrilo debido a que por
su estructura son considerados derivados directos de metabolitos volatiles de impacto.

Ademads en estas neuronas se encontraron COVs sin identificar (UNK) y otros
metabolitos que no han sido asociados a las caracteristicas sensoriales del tomate y que
presentaron correlacion con el sabor caracteristico. Pueden nombrarse a 2-pentilfurano,
decanal, p-metoxitolueno, 2-octenal, benzofenona, 8-pentadecanona, a-hexil
cinamaldehido, carvona, 2-decenal y 2-dodecanona. Los COVs sin identificar fueron
UNKm/z119, UNKm/z 68, UNK m/z 57-2, UNK m/z 55 y UNK m/z 115.

Otro dato interesante corresponde a la asociacion de la variable sensorial dulzura
con el sabor caracteristico. No es extrafio que estas dos caracteristicas sean
complementarias debido al aporte de los azticares y su importancia en la degustacion del
fruto. La dulzura es considerada como un importante parametro de calidad junto con el
aroma y la acidez!®el.

La informacién obtenida por los ARNeu permitié remarcar cuales metabolitos se
asociaron diferencialmente con el olor y sabor caracteristico del fruto. En forma detallada
fue posible identificar cada uno de los compuestos volatiles asociados en las zonas de
COVs (Zona 2 y 3) donde se situaron los mejores exponentes sensoriales de la cosecha.

Analisis Especifico de los Compuestos Organicos Volatiles de la Cosecha
2009

El analisis particular de algunos metabolitos volatiles, basado en la informacién
obtenida en los analisis de ACP y ARNeu, permite identificar relaciones especificas entre
cultivares y grupos de cultivares y determinados compuestos volétiles. A continuacion se
detallaran algunos ejemplos de estos casos.

En la Zona 1 del gréfico de ACP (Figura 3), se encontraron pocos metabolitos
volétiles asociados a una region influenciada por las variedades M82, CMP, 557 y 571
(Grupo-1), que presentaron mayormente caracteristicas sensoriales poco apreciadas.

Los metabolitos incluidos en esta secciéon fueron metil butanoato, 1,4-pentadieno,
hexanal y 2-metil-3-fenil-1-propeno, presentando un mayor aporte de los derivados de
acidos grasos. Dentro de los COVs aglomerados en esta zona, ningtin metabolito se
correlacioné con el olor y sabor mediante los resultados de ARNeu.

Estas variables fueron evaluadas por medio del Andlisis de Varianza (ANAVA,
con un nivel de significancia de o=0,05) demostrando que presentaron diferencias
significativas entre los cultivares. Por medio de un test de comparacioén a posteriori (DGC,
Infostat) se identificé cuales variedades fueron las responsables de las diferencias
encontradas. En las Figuras 13 y 14 se grafican comparativamente los niveles de los
COVs encontrados en la Zona 1. El eje vertical de los graficos de ANAVA de este y los
posteriores analisis corresponde al drea normalizada del metabolito graficado.
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En el Anexo Digital ANAVA-2009 se encuentran los resultados de los analisis de
varianza para cada uno de los metabolitos mencionados que no se encuentren graficados
a continuacion.
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Figuras 13 y 14. Niveles de COVs de la Zona 1 de la cosecha 2009.
Letras diferentes demuestran niveles de significancia distintos para el anélisis de varianza (a=0.05).

Las dos variables UNK m/z 57-3 y 1,4-pentadieno demostraron niveles
significativamente diferentes en la variedad 571 en forma especifica. Un caso similar
ocurre con UNK m/z 43 expresando un nivel superior estadisticamente significativo en
571 sobre el resto de las variedades (Figura 1 Anexo Digital ANAVA-2009). A pesar de
no contar con informacién sensorial del 1,4-pentadieno y no conocer la identidad de las
sefiales UNK m/z 57-3 y UNK m/z 43, el perfil observado sugiere que estos COVs
podrian estar relacionados con las caracteristicas poco apreciadas que presentd este
cultivar por parte de los jueces sensoriales.

Los demas COVs de la Zona 1 metil butanoato, 2-metil-3-fenil-1-propeno y UNK
m/z 147 presentaron niveles mas elevados en las variedades del Grupo-1 aunque més
parejos entre todos los cultivares de la cosecha (Figuras 5-25-44 de Anexo Digital
ANAVA-2009).

En forma particular, el dnico metabolito de impacto de este grupo fue hexanal
(Figura 10 de Anexo Digital ANAVA-2009). Respecto de este derivado de acidos grasos,
se observ6 una abundancia similar entre todas las variedades, excepto para los cultivares
552 y 571. Interesantemente, los niveles mas elevados de este COVs se presentaron en
estas variedades con media y baja aceptacion sobre su olor. Las caracteristicas sensoriales
de este metabolito estan asociadas a notas de tipo herbédceo y tomate inmaduro cuando se
presentan en concentraciones elevadasll’. En base a esta informacién y los niveles
encontrados podria sugerirse que este compuesto contribuiria en forma negativa sobre el
desarrollo del aroma caracteristico del fruto.

En la Zona 2, se observé una gran acumulaciéon de metabolitos con mayor aporte
de derivados de aminoacidos, acidos grasos y carotenoides. Relacionados a esta secciéon
se ubicaron los cultivares del Grupo-2, teniendo como mejores exponentes sensoriales a
572, 569 y 552 mientras que GPEA fue el menos aceptado. Debe considerarse que los
COVs pertenecientes a la Zona 2 fueron las variables que mas fuertemente se asociaron al
sabor caracteristico mediante ARNeu (Tablas 6 y 7).

La distribuciéon de COVs obtenida en la Figura 3 permitié identificar en los
extremos de la Zona 2 los metabolitos que contribuyeron con mayor fortaleza a la
diferenciacién metabdlica de los cultivares asociados a esta region. Los metabolitos
fueron salicilato de propilo, salicilato de isoamilo, 3-metilbutanal, a-hexil cinamaldehido,
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3-metilheptilacetato, benzofenona, -damascenona, f-ionona y p-ionona epéxido. Sobre
estos COVs merece distinguirse los tres tltimos, derivados de carotenoides, que forman
parte de los metabolitos de impactol2 12I. Es destacable el hecho de que todos ellos fueron
relacionados exclusivamente al sabor caracteristico mediante el analisis por ARNeu.

En las Figuras 11 a 16 y Figuras 31-46-47-54 del Anexo Digital ANAVA 2009 se
grafican comparativamente los niveles de los COVs mencionados.
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Figuras 11 y 12. Niveles de COVs de la Zona 2 de la cosecha 2009.
Letras diferentes demuestran niveles de significancia distintos para el andlisis de varianza (a=0.05).
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Flguras 13 y 14. Niveles de COVs de la Zona 2 de la cosecha 2009.
Letras diferentes demuestran niveles de significancia distintos para el anélisis de varianza (a=0.05).

Los COVs graficados en las anteriores figuras fueron algunos de los responsables
de acentuar con mayor firmeza la diferenciacién metabdlica de los cultivares del Grupo-2
del resto de la cosecha. Ademas todos ellos fueron relacionados exclusivamente al sabor
caracteristico mediante el anélisis por ARNeu. Puede observarse que los mayores niveles
de abundancia con diferencias significativas se expresaron en los cultivares del Grupo-2,
552, 569, 572, GPEA y ocasionalmente en 3806. Todo estos cultivares, excepto GPEA,
presentaron buenas caracteristicas sensoriales. Un comportamiento similar se observé en
los metabolitos a-hexil cinamaldehido, 3-metilheptil acetato, B-ionona y P-ionona
epoxido expresdndose en mayor abundancia en los cultivares mencionados del Grupo-2
(Figuras 31-46-47-54 del Anexo Digital ANAVA 2009).

El metabolito de impacto salicilato de metilo, considerado uno de los mads
importantes compuestos volatiles [12 18], present6é un perfil distintivo en los cultivares de
la cosecha. Este metabolito presenté el maximo nivel de expresion en GPEA, un cultivar
poco apreciado, seguido de los cultivares 557, 569 y 3806, los mds aceptados de la
cosecha (Figura 36 del Anexo Digital ANAVA). Es conocido que este compuesto aporta
notas de tipo mentolado, fendlico, balsamico en elevadas concentraciones 'y
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caracteristicas dulces y aromaticas en menor proporciénll”. 1. Este comportamiento
permite inferir acerca de la importancia de determinados compuestos quimicos que
pueden favorecer o perjudicar la apreciacion sensorial de acuerdo a la concentracion
presente en la matriz. La abundante expresion de salicilato de metilo podria favorecer las
caracteristicas poco apreciadas en los frutos de la variedad GPEA.

El cultivar 552 presenté asociacién con una gran cantidad de importantes
compuestos debido a los elevados niveles que expresé en sus frutos. Particularmente los
derivados de carotenoides 6-metil-5-hepten-2-ona, 6-metil-5-hepten-2-ol, p-citral,
carvona, o-citral, P-damascenona, geranil acetona, fB-ionona, P-ionona epodxido y
pseudoionona presentaron los niveles més altos en este cultivar. En las Figuras 15y 16 de
esta seccion y las Figuras 17-18-38-39-41-43-45-46-47-51 del Anexo Digital ANAVA 2009
se grafican los niveles de los COVs mencionados.
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Figuras 15y 16. Niveles de COVs de la Zona 2 de la cosecha 2009.
Letras diferentes demuestran niveles de significancia distintos para el anélisis de varianza (a=0.05).

Es conocido que muchos de estos compuestos volatiles derivados del
metabolismo de carotenoides son considerados de impactol’2 y promueven
caracteristicas sensoriales que benefician el desarrollo del olor y sabor caracteristico del
tomate. En forma general, las notas que aportan estos COVs son de tipo frutal, floral,
tropical y dulcel’”l. Todos estos metabolitos formaron parte del conglomerado mas
cercano al sabor caracteristico y se expresaron en un fruto con una buena valoracién
sensorial, 552, esto permite afirmar la gran importancia de estos COVs en el incremento
de los caracteres sensoriales mas apreciados en el fruto del tomate.

Ademas de estos derivados de carotenoides este cultivar también present6 niveles
mas abundantes de otros COVs de impacto derivados de leucina e isoleucina como 3-
metilbutanal, 3-metil-1-butanol, nitropentano y 2-isobutiltiazoll!3 4! (Figuras 2-6-13-20 del
Anexo Digital ANAVA 2009).

En la Zona 2, merece destacarse como novedoso una serie de compuestos
volatiles que se asociaron a los cultivares de buena calidad y al sabor caracteristico que
no han sido relacionados al fruto del tomate hasta el momento. En primer lugar puede
nombrarse a una serie de derivados de &cidos grasos de cadena larga (8 a 12 4tomos de
carbono) que aportan notas de tipo herbaceo, fresco, oleoso como 2-octenal, 2-decenal y
2-dodecanonal'” 20I. La estructura carbonada de estos COVs sugiere un origen a partir de
acidos grasos de cadena larga que no han sido extensamente clivados por accién de
enzimas lipooxigenasas (LOX) e hidroperoxiliasas (HPL) localizadas en la ruta
biosintétical®l. También pueden nombrarse a compuestos que contiene un grupo
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aromatico en su estructura como benzofenona, salicilato de propilo, salicilato de isoamilo
y p-metoxitolueno que aportan notas de tipo floral y frutal. Por altimo 2-pentilfurano, un
derivado de acidos grasos, aportando notas de tipo terroso, dulce y caramelol'’l. En base
a las caracteristicas sensoriales de los COVs mencionados, estos podrian combinarse
armoénicamente junto con otros metabolitos para favorecer el desarrollo de buenas
caracteristicas en el fruto del tomate.

Por ultimo los metabolitos volatiles més cercanos al olor caracteristico,
determinados mediante ARNeu (Tablas 4 y 5), se ubicaron en la Zona 3 del grafico de
ACP (Figura 3). La variedad 3806 con la mejor clasificaciéon sensorial sobre el olor
coincidié con la misma region del plano de la zona mencionada (Figura 2).

Algunas correlaciones de interés pudieron observarse entre este cultivar de tipo
perita y los COVs de la Zona 3. Primeramente deben destacarse los metabolitos volatiles
de impacto, estos fueron cis-3-hexenal, fenilacetaldehido, 2-feniletanol y linalool. Es por
demas conocido que estos compuestos aportan notas generales de tipos herbaceo, floral y
citrico respectivamente que suman a desarrollar el aroma caracteristico del fruto [212l. Los
niveles de estos COVs pueden observarse en las Figuras 9-21-27-29 del Anexo Digital
ANAVA 2009. Los metabolitos mencionados presentaron en forma general una mayor
abundancia en la variedad 3806 y los cultivares de mejor calidad sensorial.

Seguidamente otros compuestos volatiles que no han sido asociados al olor y
sabor del fruto del tomate presentaron relacion con esta importante variable sensorial.
Pueden nombrarse por ejemplo a 2-etil-1-hexanol, tolueno, alcanfor, DMHEX, p-ment-1-
en-9-al, terpinoleno, 2-metilacetofenona, 1-fenil-1-propanol y éxido geranico. A su vez,
también fue posible observar otros COVs que han sido relevados previamente en
estudios de perfilado de COVs de tomate pero no cuentan con ensayos que confirmen su
accion sobre el olor del tomate. Estos COVs fueron 2-etilfurano, benzaldehido y o-
terpineol.

Considerando los COVs mencionados, fue posible observar la presencia de
diversos terpenoides. Es conocido que por lo general estos derivados representan un bajo
porcentaje de abundancia en los frutos y poseen mayor representacion en otras partes
aéreas de la plantal?l], a pesar de ello su presencia se hizo evidente en los frutos
analizados de la variedad 3806. Estos COVs aportan notas de tipo floral, especiado y
citrico y pueden ser relacionados con frutos como naranjasl??, uvasl?, frutillas(?4, uva
espinal®! y perasl?l. Pueden nombrarse a p-ment-1-en-9-al, 6xido geranico, alcanfor, o-
terpineol y terpinoleno ubicados en la Zona 3 y en el conglomerado del olor
caracteristico.

En las Figuras 17 y 18 se exponen los niveles de algunos de los derivados
terpénicos de la Zona 3. En ellos puede observarse que los COVs expresaron los niveles
mas abundantes en los cultivares més destacados sensorialmente, terpinoleno en 3806 y
p-ment-1-en-9-al en 572. Otros terpenoides como 6xido geranico, terpinoleno, alcanfor y
o-terpineol presentaron un comportamiento similar aunque con menores diferencias
entre las variedades (Figuras 16-23-30-35 del Anexo Digital ANAVA 2009).
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Figuras 17 y 18. Niveles de COVs de la Zona 3 de la cosecha 2009.
Letras diferentes demuestran niveles de significancia distintos para el anélisis de varianza (a=0.05).

Otros metabolitos volatiles que no han sido relacionados hasta el momento con el
olor del fruto del tomate fueron los derivados de aminoéacidos aromaticos 2-
metilacetofenona, 1-fenil-1-propanol, 2-feniletil acetato y bencil acetato. Estos COVs
fueron identificados también formando parte de los COVs de otros frutos y flores
ornamentales como mangos!?’l, frambuesasl?8], jazmines!?! y petunias[®), entre otros.

Los derivados voléatiles conteniendo un anillo aromaético principalmente derivan
del metabolismo de la fenilalanina, siendo el fenilacetaldehido y 2-feniletanol los
exponentes mas importantes con influencia sobre la apreciacion sensorial. Por lo general
este tipo de compuestos aportan matices florales, dulces y balsdmicosl'”l en
concentraciones bajas a moderadas y caracteristicas desagradables cuando se presentan
en niveles muy elevados en los frutos.

Los ésteres acéticos, bencil acetato y 2-feniletil acetato, presentan una controversia
respecto a su comportamiento. Es conocido su aporte positivo en frutos y flores, como
fue mencionado, pero ademas en tomates de tipo silvestre son sefialados como
responsables de contribuir a una apreciacion sensorial poco agradablel!l. Estos casos se
presentan en especies silvestres de tomate, como por ejemplo S. pennellii o S.
pimpinellifolium que poseen una produccién exagerada de estos, y otros COVs, y poseen
un apreciacién sensorial muy desagradable (321,

Particularmente los metabolitos 2-metilacetofenona, 2-feniletil acetato y 1-fenil-1-
propanol, ademads de poseer caracteristicas sensoriales de tipo floral, se correlacionaron
con el cultivar 3806 expresando sus méaximos niveles. Ademaés fue posible observar una
correlacion con otras variedades de buena calidad organoléptica como 569, 572 y 552, con
diferencias estadisticamente significativas. En las Figuras 19 y 20 y Figura 40 del Anexo
Digital ANAVA 2009 se grafican los niveles de estos COVs.
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Figuras 19y 20. Niveles de COVs de la Zona 3 de la cosecha 2009.
Letras diferentes demuestran niveles de significancia distintos para el andlisis de varianza (a=0.05).
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A este comportamiento debe considerarse también el benzaldehido graficado
anteriormente (Figura 18), derivado de la misma ruta metabdlica, asociado al olor
caracteristico y expresado en mayor abundancia en el cultivar 3806.

En resumen, en la Zona 3 fue posible determinar mediante ARNeu los COVs
detallados como los mas influyentes sobre el olor caracteristico del fruto del tomate.
Mayoritariamente los COVs remarcados demostraron niveles estadisticamente
significativos en el cultivar 3806 o en otros cultivares que fueron sefialados con buenas
caracteristicas organolépticas.

Conclusiones de la Cosecha 2009

El analisis de la cosecha de tomates del afio 2009 fue llevado a cabo utilizando
técnicas de andlisis multivariado con distintos enfoques. A partir del analisis de AC y
ACP fue posible sectorizar 3 grupos diferentes de cultivares con caracteristicas
metabodlicas de COVs distintas. Estos grupos determinados también mantuvieron, en
general, una relacién de acuerdo a la clasificacién sensorial de los cultivares.

El Grupo-1 de cultivares conteniendo a M82, CMP, 571 y 557 fue clasificado como
la zona de menor calidad sensorial asociando poca cantidad de COVs con un origen
metabdlico predominantemente de &cidos grasos.

El andlisis de ARNeu permiti¢ detallar los metabolitos volatiles que se asociaron
con mayor fortaleza con el olor y sabor caracteristico del tomate en forma especifica. El
olor caracteristico present6 correlaciéon con los metabolitos incluidos en la Zona 3 y el
sabor caracteristico se asoci6 a los COVs de la Zona 2.

La Zona 3 posee una gran influencia del cultivar 3806, expresando en sus frutos el
mejor olor de toda la cosecha. Esta regién tuvo mayor aporte de las vias metabolicas de
acidos grasos, aminoéacidos y terpenos.

La Zona 2 se relacioné con los cultivares del Grupo-2, 572, 569, 552 y GPEA. Los
metabolitos mds abundantes de esta regién provienen de las vias de los carotenoides,
aminoacidos y en menor medida los 4cidos grasos. En este grupo de cultivares las
variedades 572, 569 y 552 fueron los mejores exponentes sensoriales. Particularmente el
genotipo 552 contuvo los mayores niveles de los derivados volatiles de carotenoides y
aminodacidos de la Zona 2.
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Analisis de los Compuestos Organicos Volatiles de la Cosecha 2010

La cosecha realizada en marzo de 2010 abarcé 12 variedades distintas de tomate,
de los cuales se utilizaron tres réplicas biol6gicas para determinar el perfil de metabolitos
volatiles. En esta cosecha ademds de las variedades de tomates comestibles de la especie
S. lycopersicum se sumo al anélisis la especie silvestre S. pimpinellifolium.

Siguiendo el esquema de andlisis de la cosecha 2009, un andlisis de
conglomerados (AC) fue utilizado primeramente para observar el agrupamiento natural
de los cultivares y las réplicas dentro de cada variedad. En la Figura 1 se grafica el
resultado del AC de la cosecha 2010.
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Figura 1. Analisis de Conglomerados de las variables metabdélicas de la cosecha 2010.
Cultivares de la cosecha 2010.

(Algoritmo de Clasificacién: Encadenamiento Promedio, Distancia: Gower).

En el dendrograma se observo, con excepciones de las réplicas 3812 y 3806, que
las 3 réplicas analizadas de cada uno de los genotipos fueron agrupadas entre si,
reflejando una variabilidad biolégica en cada cultivar inferior a la observada entre
cultivares. Puede observarse este comportamiento en la formacion de pequefios
conglomerados a corta distancia entre repeticiones y a mayores distancias entre
cultivares.

A nivel mas general puede observarse que a un corte significativo del 50 % de la
maxima distancia grafica, pudieron reconocerse 3 conglomerados de -cultivares
diferentes. El primero de ellos se encuentra formado por las variedades 3812, ELPIDA,
BIGUA vy los tres cultivares de tipo cherry: Cherry Redondo Rojo (CheRedRoj), Cherry
Amarillo Perita (CheAmPer) y Cherry Amarillo Redondo (CheAmRed). El segundo
grupo se conformé con 3836, 569, 571, 3806 y CMP. Por dltimo el cultivar silvestre,
LA1589, fue la variedad mas diferenciada uniéndose al segundo conglomerado a una
distancia bastante lejana del origen.
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Posteriormente se realizé un anélisis de componentes principales (ACP) para
observar la agrupacién entre los cultivares y la distribucién de los metabolitos volatiles
asociados a cada una de las variedades. En la Figura 2 se esquematiza el biplot del ACP
de la cosecha 2010.
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Figura 2. Analisis de Componentes Principales de los COVs de la cosecha 2010.
Cultivares de la cosecha 2010.

En la grafica de ACP se encuentra representado el 47,5 % de la variabilidad total
del conjunto de datos, siendo el eje CP1 con el 27,8 % el mayor contribuyente de la
representacion multidimensional y el eje CP2 con el 19,7 %.

Tomando como referencia el andlisis previo, en este grafico del ACP pudo
observarse la distribucién de los cultivares en congruencia con los grupos descriptos en
el AC. El Grupo-1 incluyé a 3812, ELPIDA, BIGUA, CheRedRoj, CheAmPer y
CheAmRed vy se ubicé en seccién de los valores negativos del eje CP1. Dentro de este
grupo el eje CP2 permitié separar en mayor medida las variedades 3812 y ELPIDA, dos
frutos de tipo redondo, de las tres variedades tipo cherry. El Grupo-2 se ubic6 en la
porcion derecha del eje CP1 en las cercanias del centro de la grafica. Este grupo contuvo
las variedades 571, 569, 3806 de tipo perita, 3836 de tipo redondo y CMP, un fruto tipo
cherry de color morado verdoso.

Por dltimo el cultivar silvestre LA1589, S. pimpinellifolium, se posicioné en forma
muy aislada del resto de las variedades tomando valores muy positivos del eje CP1 y
CP2 en la grafica del biplot. Este comportamiento se debe a las amplias diferencias
metabodlicas entre esta especie y las variedades de la especie domesticada (S.
lycopersicum). También fue posible observar esta distribucion en la cosecha 2009. La
especie silvestre se separ6 completamente del resto de los cultivares de la cosecha 2009
en base a sus caracteristicas metabdélicas diferenciales. En el Anexo Digital ACP-Cosecha
2009 se encuentran los graficos multivariados incluyendo este cultivar.

Teniendo en cuenta la distribucién de las variedades y su agrupacién natural
definida por las variables metabdlicas volatiles, pudo relacionarse esta disposicién con la
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informacion sensorial de los cultivares. Debe recordarse que los cultivares de mayor
apreciacion en la cosecha 2010 fueron 569, 3812, 3836, 3806, CheRedRoj y ELPIDA para el
olor y sabor del fruto. En el sentido opuesto, las variedades de menor aceptaciéon fueron
BIGUA, LA1589, CheAmRed, CheAmPer y CMP especificamente para el olor.

Considerando estos aspectos, el Grupo 2 contuvo en mayor medida cultivares que
fueron elegidos entre los mas aceptados y algunos, como CMP, con una valoracién
media. En el Grupo 1 fue posible observar variedades que poseen malas y buenas
devoluciones sensoriales en forma muy cercana, como por ejemplo BIGUA vy los cherrys
amarillos cercanos a 3812 y CheRedRoj. Como fue esperable el cultivar silvestre, LA1589,
demostré la menor calidad sensorial de todos los frutos de la cosecha.

La distribucion de las variedades y su agrupaciéon también se refleja en la
proyeccion de los metabolitos volétiles en el mismo plano. En la Figura 3 se ejemplifica la
distribucién de los COVs de la cosecha 2010.
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Figura 3. Analisis de Componentes Principales de los COVs de la cosecha 2010.

La distribuciéon de las variables volatiles permiti6 demarcar 3 zonas diferentes en
el plano de analisis, la Zona 1 situada a la izquierda del eje CP1 y las Zonas 2 y 3
ubicadas en el extremo opuesto del mismo eje pero separadas por su ubicacion en el eje
CP2.

La Zona 1 presenté mayor asociacién con los cultivares 3812, ELPIDA, BIGUA y
las tres variedades de tomates cherrys: Cherry Redondo Rojo, Cherry Amarillo Redondo
y Cherry Amarillo Perita del Grupo-1. La Zona 2 coincidi6 con los cultivares 3836, 3806,
569, 571 y CMP. Por ultimo, la especie silvestre, LA1589, se asoci6é en mayor medida a las
variables ubicadas en la Zona 3.
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Un andlisis mas esquematico de la distribucién de COVs fue realizado teniendo

en cuenta el origen metabolico de cada una de las variables. En la Figura 4 se encuentran

graficados los compuestos volatiles de acuerdo a la via metabolica de la cual derivan.
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Figura 4. Distribucién de COVs de acuerdo a su origen metabélico

En la figura anterior puede observarse la predominancia de los derivados de

aminodcidos (azul y celeste) y 4cidos grasos (violeta) en la Zona 1, una distribucién

pareja entre aminoécidos, terpenos (verde) y acidos grasos en la Zona 2, y por altimo una

abundancia notoria de acidos grasos y algunos carotenoides (amarillo) en la Zona 3.

En las tablas siguientes se detallan los COVs incluidos dentro de cada una de las

zonas demarcadas especificando el origen metabdlico de cada uno de los compuestos. La

clasificacion metabdlica corresponde a los cuatro origenes diferentes mencionados

previamente: &cidos grasos (AG), aminoacidos (AA), terpenoides (TER), carotenoides
(CAR) y las sefiales sin identificar (UNK).
En la Tabla 1 se nombran los COVs incluidos dentro de la Zonal del andlisis de la

cosecha

2010.

Tabla 1. COVs integrantes de la Zona 1 de la cosecha 2010.

Zonal
Codigo Nombre Origen Codigo Nombre Origen
M3 3-metilbutanal AA Mé60 salicilato de metilo AA
M6 metil butanoato AG Mé63 dimetilbenzaldehido AA
M7 3-metil-1-butanol AA M65 B-citral CAR
M11 tolueno AA M70 2-undecanona AG
M17 1-nitropentano AA M71 2,4-decadienal AG
M18 o-pineno TER M72 2-undecanol AG
M21 p-metoxitolueno AA M76 UNK m/z 95 UNK
M26 benzaldehido AA M77 eugenol AA
M33 octanal AG M80 B-damascenona CAR
M37 2-isobutiltiazol AA M81 2-metil-2-octen-4-ona AG
M41 terpinoleno TER M82 UNK m/z 68 UNK
M44 2-metil-3-fenil-1-propeno AA M84 UNK m/z 147 UNK
M45 guayacol AA Ms86 2,5-ditertbutilbenzoquinona AA
M46 linalool TER M87 lilial AA
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Zona 1
Codigo Nombre Origen Codigo Nombre Origen
M48 2-metilacetofenona AA M88 UNKm/z 131 UNK
M49 o-isoforona CAR M90 B-ionona epéxido CAR
M51 alcanfor TER Mo91 2-dodecanona AG
M52 3-metilheptilacetato AG M99 benzofenona AA
M58 o-terpineol TER M100 8-pentadecanona AG
M59 decanal AG M101 o-hexil cinamaldehido AA

AA: aminoéacidos, AG: 4cidos grasos, TER: terpenos, CAR: Carotenoides y UNK: desconocidos.

Dentro de este grupo de variables pudo observarse una gran abundancia de
derivados de aminoécidos y de &cidos grasos aportando un 43 % y 25 % de los
metabolitos totales (Figura 4). Respecto de estos tltimos COVs debe notarse la estructura
de los metabolitos, estos presentaron cadenas alquilicas entre ocho y quince atomos de
carbono, como por ejemplo octanal, decanal, 2,4-decadienal, 2-undecanona, 2-undecanol,
2-dodecanona, 2-metil-2-octen-4-ona y 8-pentadecanona. Esto sugiere su origen a partir
de acidos grasos de cadena larga poco fragmentados durante su biosintesis!20l.

Los derivados de aminoacidos fueron los contribuyentes mayoritarios en este
grupo. Entre ellos se asociaron los derivados volatiles de leucina, considerados dentro de
los metabolitos de impacto, 3-metilbutanal, 3-metil-1-butanol, 1-nitropentano y 2-
isobutiltiazol. Sin embargo, los derivados volatiles con residuos arométicos,
principalmente de la fenilalanina, fueron los mas abundantes. Entre ellos se destacan
benzaldehido, eugenol y guayacol como los mds reconocidos y salicilato de metilo
denominado como volatil de impactol’2 19. No obstante, otros derivados aromaticos
volatiles como tolueno, p-metoxitolueno, 2-metil-3-fenil-1-propeno, 2-metilacetofenona,
dimetilbenzaldehido, benzofenona y a-hexilcinamaldehido también se asociaron en esta
zona.

Otros metabolitos importantes destacados en esta zona fueron los COVs de
impacto B-citral, B-damascenona, -ionona epdxido y linalool.

En la Tabla 2 se enumeran los COVs incluidos dentro de la Zona 2 del anélisis de
la cosecha 2010.

Tabla 2. COVs integrantes de la Zona 2 de la cosecha 2010.

Zona 2
Codigo Nombre Origen Coédigo Nombre Origen
M2 UNKm/z43 UNK Mé64 UNK m/z57-2 UNK
M1i6 heptanal AG Mé67 2-feniletil acetato AA
M19 limoneno 6xido TER M73 duraldehido AA
M20 UNKm/z 83 UNK M74 UNK m/z 57-3 UNK
M22 UNK m/z 93-1 UNK M79 UNKm/z 161 UNK
M25 6xido geranico TER M83 verdil acetato TER
M29 2-pentilfurano AG M92 1-fenil-1-propanol AA
M38 2-octenal AG M94 salicilato de propilo AA
M55 bencil acetato AA M95 UNKm/z 115 UNK
Mé61 UNK m/z 119 UNK M96 salicilato de isoamilo AA
Me62 p-ment-1-en-9-al TER M98 B-metilionona CAR

AA: aminoécidos, AG: 4cidos grasos, TER: terpenos, CAR: Carotenoides y UNK: desconocidos.

La Zona 2 incluy6 menos cantidad de variables que la anterior y la influencia de
los grupos metabdlicos no reflejo6 grandes diferencias entre los derivados de

121



Tesis Doctoral Pablo R. Cortina

aminodcidos, terpenos y acidos grasos. Estas vias metabdlicas aportaron un 27%, 18% y
14% respectivamente del total de COVs (Figura 4). En esta seccién no se situé ninguno de
los metabolitos de impacto que fueron descriptos anteriormente. Sélo algunos derivados
directos, como heptanal y f-metil ionona, y algunos otros COVs sefialados en el analisis
de la cosecha 2009 como posibles contribuyentes al olor caracteristico. Entre ellos puede
nombrarse a 6xido geranico, p-ment-1-en-9-al, 2-feniletil acetato, salicilato de propilo e
isoamilo.

Enla Tabla 3 se enumeran los COVs incluidos dentro de la Zona 3 del anélisis de
la cosecha 2010.

Tabla 3. COVs integrantes de la Zona 3 de la cosecha 2010.

Zona 3
Codigo Nombre Origen Codigo Nombre Origen

M1 2-metilfurano AG M35 limoneno TER
M4 1-penten-3-ona AG M36 2-etil-1-hexanol AG
M5 2-etil-furano AG M39 fenilacetaldehido AA
M8 UNK m/z 55 UNK M40 cis-linalil 6xido TER
M9 1,4-pentadieno AG M42 trans-linalil 6xido TER
M10 4-pentenal AG M43 UNK m/z 58 UNK
M12 cis-3-hexenal AG M47 2-nonen-1-ol AG
M13 hexanal AG M50 2-feniletanol AA
M14 cis-2-hexenal AG M54 bencilnitrilo AA
M15 trans-2-hexenal AG Mb56 UNKm/z 94 UNK
M23 UNK m/z 93-2 UNK Mb57 DMHEX TER
M24 trans-2-heptenal AG Mé68 2-decenal AG
M27 metil trimetoxi acetato UNK M69 o-citral CAR
M28 6-metil-5-hepten-2-ona CAR M85 geranil acetona CAR
M31 UNK m/z57-1 UNK M89 B-ionona CAR
M32 6-metil-5-hepten-2-ol CAR M97 pseudoionona CAR
M34 UNK m/z 105 UNK

AA: aminoécidos, AG: 4cidos grasos, TER: terpenos, CAR: Carotenoides y UNK: desconocidos.

Esta seccion de la gréfica fue dominada por la influencia de la especie silvestre,
LA1589, agrupando una gran cantidad de metabolitos. Los contribuyentes mayoritarios
de la Zona 3 fueron los derivados de acidos grasos con un 40 % y en menor medida
carotenoides y terpenoides aportando 18 % y 12 % respectivamente (Figura 4). También
fue posible distinguir asociados a este cultivar exético 11 COVs de impacto, como por
ejemplo 1-penten-3-ona, cis-3-hexenal, trans-2-hexenal, hexanal, trans-2-heptenal, 6-metil-

hepten-2-ona, fenilacetaldehido, 2-feniletanol, geranil acetona, B-ionona y pseudoionona.
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Analisis por Redes Neuronales Artificiales de la Cosecha 2010

En forma complementaria a los andlisis multivariados presentados se analizaron
en forma paralela los mismos datos metabdlicos de la cosecha 2010 mediante ARNeu.
Este analisis permiti6 determinar especificamente cuales variables se asocian a las
caracteristicas sensoriales de interés.

El ARNeu de la cosecha 2010 se realizé bajo el mismo esquema que la cosecha
anterior. El nimero de conglomerados elegidos para el anélisis correspondié a un mapa
de 7 neuronas de salida en forma especular.

En la Figura 5 se ilustra la capa de neuronas de resultados resaltando las
neuronas donde se situd el olor y sabor caracteristico y su zona de influencia. En esta
cosecha el olor caracteristico se ubicé en la neurona N° 20 y el sabor caracteristico en la
neurona adyacente N° 19.
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Figura 5. Mapa Neuronal de Resultados del andlisis de COVs por ARNeu de la cosecha 2010.

El hecho de que las neuronas que contienen el olor y sabor caracteristico se
encuentren vecinas en la méxima proximidad denota una gran asociacién entre estas
variables sumamente interrelacionadas en la calidad del fruto. Las neuronas vecinas de
ambos conglomerados (olor y sabor), al encontrarse tan préximas entre si, comparten un
perfil similar demostrando una gran correlacion entre todas las variables que forman
parte de la zona de influencia.

En la Tabla 4 se enumeran las variables incluidas en la neurona N° 20 y las
vecinas N° 27 y N° 21 informando para cada metabolito cual fue su ubicacién (1) en las
zonas delimitadas en los andlisis de ACP. En la Figura 6 se grafica el detalle de la
neurona que contiene el olor caracteristico.

Tabla 4. Variables integrantes de la Neurona 20 y sus vecinos mas proximos del
ARNeu de la cosecha 2010.

Olor Caracteristico (Neurona 20)

N V Cédigo Nombre (n) N V Cédigo Nombre (n)

20 0 Sens Olor 20 0 Sens Text. Piel

20 0 Sens Cant. Pulpa

21 1 M2 UNK m/z 43 (inv) (2) 21 1 M12 cis-3-hexenal (inv) (3)
21 1 M4 1-penten-3-ona (inv) (3) 21 1 M14 cis-2-hexenal (inv) (3)
21 1 M13 hexanal (inv) (3) 21 1 M15 trans-2-hexenal (inv) (3)
21 1 M27  metil trimetoxi acetato (inv) (3) 27 1 M45 guayacol (1)

N: ntmero de neurona. V: vecindad. Sens: variable sensorial
(n): ubicacion del COVs en las zonas descriptas del andlisis de ACP.
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A partir del analisis de la Figura 6 puede observarse que el olor caracteristico no
present6 ninguna variable metabdlica directamente asociada dentro de la neurona donde
se alojo el olor del fruto. En este caso la méxima correlacion correspondié a otras
variables de tipo sensorial como cantidad de pulpa y textura de piel.
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Figura 6. Detalle de la Neurona 20 del analisis de ARNeu de la cosecha 2010.

En las neuronas vecinas donde se encontré situado el olor caracteristico, las
neuronas N° 21 y N° 27 presentaron importantes metabolitos volatiles, como 1-penten-3-
ona, hexanal, cis-3-hexenal, cis-2-hexenal y trans-2-hexenal. Es llamativo el hecho de que
todos estos metabolitos mencionados son derivados de acidos grasosl*l y se
correlacionaron en forma inversa junto con UNK m/z 43 (Figuras 13 y 14 del Anexo
Digital ARNeu). La ubicacion de estos COVs en el plano del ACP coincide con la Zona 3
(Figuras 2 y 3) que se encuentra muy influenciada por la presencia de LA1589.

Otro metabolito interesante que puede remarcarse dentro de las variables
asociadas al olor caracteristico fue el guayacol, un compuesto derivado de la via de los
fenilpropanoides, cercano al metabolito de impacto salicilato de metilol®l. Este
metabolito se correlacioné con la Zona 2 donde mayormente se ubicaron los mejores
exponentes sensoriales de la cosecha.

El sabor caracteristico fue analizado del mismo modo en esta serie de datos. Esta
importante variable sensorial se ubicé en la neurona N° 19, vecina a la que contuvo el
olor caracteristico. A su vez, las neuronas con vecindad +1, N° 12, N° 18 y N° 26, también
formaron parte del conglomerado de sabor caracteristico. En la Figura 7, se grafica el
detalle de la neurona que contiene esta tiltima variable sensorial mencionada.
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Figura 7. Detalle de la Neurona 19 del anélisis de ARNeu de la cosecha 2010.

En la Tabla 5 se enumeran las variables que conforman la vecindad de la neurona
N° 19 y su ubicacién en las zonas delimitadas en los andlisis de ACP. Los detalles
gréficos de las neuronas mencionadas en la tabla se encuentran en las Figuras 17, 18 y 19
el Anexo Digital ARNeu.

Tabla 5. Variables integrantes de la Neurona 19 y sus vecinos mas préximos del
ARNeu de la cosecha 2010.

Sabor Caracteristico (Neurona 19)

N V  Cédigo Nombre (n) N V Coédigo Nombre (n)

19 0 M8 UNK m/z 55 (inv) (3) 19 0 Sens Sabor

19 0 M60 salicilato de metilo (1) 19 0 Sens Jugosidad

19 0 M80 B-damascenona (1) 19 0 Sens TexPu

12 1 M51 alcanfor (inv) (1) 26 1 M59 decanal (1)

18 1 M23 UNK m/z93-2 (3) 18 1 M90 B-ionona epodxido (inv) (1)
18 1 M25 6xido geranico (2) 18 1 Sens Dulzura

18 1 M41 terpinoleno (1) 18 1 Sens Acidez (inv)

N: nimero de neurona. V: vecindad. Sens: variable sensorial
(n): ubicacion del COVs en las zonas descriptas del andlisis de ACP.

El sabor caracteristico aglomero variables de tipo metabélico y sensorial dentro de
la neurona N° 19. Dentro de las variables mds importantes se puede nombrar a los
metabolitos de impacto salicilato de metilo y p-damascenona. También las variables
sensoriales jugosidad y textura de pulpa se correlacionaron adecuadamente con el sabor
del fruto. En la vecindad se encontr6 otro metabolito volatil de impacto, B-ionona
ep6xido, aunque en este caso correlacionado en forma inversa junto con alcanfor, UNK
m/z 55y acidez. Ademas en las cercanias de la neurona N° 19 otras variables como 6xido
geranico, terpinoleno, decanal y UNK m/z 93-2 presentaron un perfil similar al
expresado por el sabor caracteristico.

En forma general pudo observarse que la mayoria de los COVs asociados al sabor
caracteristico formaron parte de la Zona 1 de las gréaficas de ACP.
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Las variables sensoriales que se encontraron vecinas al sabor del fruto fueron,
jugosidad, textura de pulpa, dulzura y acidez (inv). Es conocido que estas caracteristicas
sensoriales son muy importantes en la apreciacién de un alimento. Ya sea mediante
compuestos quimicos como por ejemplo los azticares y los acidos organicosl'l para la
dulzura y acidez, o por medio de la resistencia y contenido acuoso de la matriz en el
proceso de masticacion. La dulzura de igual forma que en la cosecha 2009 se correlacioné
en forma cercana con el sabor caracteristico del fruto.

La informacién obtenida por los ARNeu permitié remarcar cuales metabolitos se
asociaron diferencialmente con el olor y sabor caracteristico del fruto. En forma sencilla
fue posible identificar cada uno de los compuestos volatiles asociados en las zonas
delimitadas en las graficas de ACP. Principalmente el olor caracteristico se asocié en
forma invertida con los COVs incluidos en la Zona 3 que present6 influencia del cultivar
silvestre. Mientras que el sabor caracteristico se correlacion6 en mayor medida con la
Zona 1, donde se ubicaron cultivares de buenas y malas cualidades sensoriales.

Analisis Especifico de los Compuestos Organicos Volatiles de la Cosecha
2010

El andlisis de ARNeu permitié reducir en gran medida los COVs totales a
determinadas variables mas intimamente relacionadas a las variables sensoriales de
interés. A continuacion se detallan algunas correlaciones particulares entre los cultivares
y los metabolitos volatiles.

En la Zona 1 se ubicaron en mayor parte los metabolitos asociados al sabor del
fruto. Entre estos COVs se encontraron metabolitos volatiles de impacto y otros que no
han sido hasta el momento relacionados al fruto del tomate como por ejemplo alcanfor,
terpinoleno y decanal. En la cosecha anterior, alcanfor y terpinoleno se asociaron al olor
caracteristico, mientras que decanal se asoci6 en la zona de COVs relacionada al sabor
del fruto. En las Figuras 8 y 9 y Figura 35 del Anexo Digital ANAVA 2010 se grafican los
niveles de estos metabolitos mencionados.
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Figuras 8 y 9. Niveles de COVs de la Zona 1 de la cosecha 2010.
Letras diferentes demuestran niveles de significancia distintos para el analisis de varianza (a=0.05).

En las Figuras 8 y 9 se observé que los COVs expresaron los mayores niveles con
diferencias significativas en cultivares que fueron bien recibidos por los paneles
sensoriales, entre ellos 3812, 3806 y CheRedRoj.
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Los metabolitos de impacto salicilato de metilo y p-damascenona,
coincidentemente con su condicién de esenciales expresaron los niveles de mayor
abundancia en los cultivares 569, 3836 y 3812 que resultaron ser los mejores calificados
por los jueces sensoriales (Figuras 40 y 49 del Anexo Digital ANAVA 2010).

Ademds de los compuestos que mds relacion presentaron con el sabor
caracteristico, segun el anélisis de ARNeu, se ubicaron en la Zona 1 otros metabolitos de
interés. Un caso remarcable lo conforman los COVs metil butanoato, 2-metil-2-octen-4-
ona, a-isoforona, 2-undecanona, 2-dodecanona y benzofenona que se expresaron casi
exclusivamente en los cultivares 3812, ELPIDA, BIGUA, CheRedRoj, CheAmRed y
CheAmPer asociados a la Zona 1. Los metabolitos metil butanoato y 2-dodecanona
presentaron los valores mas abundantes en variedades del Grupo-1 que fueron poco
apreciados por los paneles sensoriales. Por ejemplo BIGUA y CheAmRed para el éster
metilico y solo BIGUA para 2-dodecanona. Este tultimo fue asociado al sabor
caracteristico en la cosecha 2009. Debe considerarse que las variedades que le siguen en
nivel de abundancia a BIGUA corresponden en su mayoria a cultivares de buena calidad.
Al parecer una sobreproduccién de este compuesto promoveria sensaciones
organolépticas de tipo desagradable en los frutos.

En las Figuras 10 y 11 se grafican los niveles de los COVs mencionados.
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Figuras 10 y 11. Niveles de COVs de la Zona 1 de la cosecha 2010.
Letras diferentes demuestran niveles de significancia distintos para el anélisis de varianza (a=0.05).

Por otro lado deben destacarse algunos de los metabolitos de impacto incluidos
en esta zona que no fueron asociados al sabor caracteristico. Los derivados de
aminodcidos no aromaticos como la leucina e isoleucina generan por un via de
deaminacién y decarboxilaciéon los COVs 3-metilbutanal, 3-metil-1-butanol, 1-
nitropentano y 2-isobutiltiazol 13 4l. Las caracteristicas sensoriales de estos metabolitos
son reconocidas como frutales, oleosas, pungentes y mustias. Sorprendentemente, el
compuesto azufrado es catalogado con notas herbaceas, terrosas y tomato-like (12171,

Los niveles observados de estos importantes metabolitos fue muy similar en la
mayoria de los cultivares de buena y mala calidad organoléptica de toda la cosecha. Sin
embargo la variedad ELPIDA con una buena aceptacion en el olor y sabor demostré
niveles levemente superiores de 3-metilbutanal, nitropentano y 2-isobutiltiazol. Los
graficos de los niveles de estos COVs se encuentran en las Figuras 2, 6, 15 y 26 del Anexo
Digital ANAVA 2010.
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Un compuesto que ha ganado mucha importancia en este altimo tiempo es el
guayacol. Inicialmente este compuesto con notas de tipo ahumado, madera, medicinal
(171, fue considerado dentro de los compuestos que aportaban caracteristicas indeseadas
en los alimentos (off flavor)9. Sin embargo en los tltimos afios algunos reportes han
considerado este compuesto como uno de los posibles contribuyentes activos en el
desarrollo del aroma del tomate 1.

El andlisis de ARNeu determiné que este compuesto se correlaciond
estrechamente con el olor caracteristico del fruto. En un analisis mas detallado se observo
este metabolito en mayor abundancia en los cultivares CheAmPer, 569, 3812, 3836 y 3806
mayoritariamente. Esto resulta llamativo debido a que los cultivares de mayor
aceptacion contienen niveles elevados de estos COVs de igual manera que el cultivar
cherry amarillo que fue pobremente aceptado por los jueces sensoriales.

Otro compuesto relacionado como el eugenol, con un sustituyente 1-propeno de
diferencia sobre la estructura del guayacol y matices sensoriales similares, present6 un
perfil de expresion semejante. Los mismos cultivares de buena calidad expresaron
niveles aumentados de igual forma que la variedad cherry amarilla.

A pesar de la posible contribucién positiva de guayacol y eugenol, el aporte de
otros compuestos quimicos probablemente superan el buen caracter que le otorgan estos
derivados de aminodcidos generando sensaciones poco aceptadas en el cultivar de frutos
amarillos. En las Figuras 12 y 13 se grafican los niveles de los COVs mencionados.
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Figuras 12 y 13. Niveles de COVs de la Zona 1 de la cosecha 2010.
Letras diferentes demuestran niveles de significancia distintos para el andlisis de varianza (a=0.05).

En la Zona 2 no se distribuyeron en gran medida COVs muy renombrados en
estudios de metabolitos volétiles de tomate, s6lo algunos derivados de COVs de impacto
como heptanal y B-metil ionona como los mas importantes. Teniendo en cuenta los
resultados de los andlisis de ARNeu, solo las variables UNK m/z 43 (en forma invertida)
y Oxido geranico, en forma reiterada con el 2009, pudieron ser relacionadas con el olor y
sabor caracteristico. En las Figuras 14 y 15 se grafican los niveles de estos COVs.
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Figuras 14 y 15. Niveles de COVs de la Zona 2 de la cosecha 2010.
Letras diferentes demuestran niveles de significancia distintos para el anélisis de varianza (a=0.05).

El terpenoide 6xido gerdnico, presentd niveles significativamente diferentes para
3806 y 3812, dos cultivares que fueron bien receptados en las mesas de degustacion.
Pueden observarse también que la abundancia de este metabolito declina levemente en
los cultivares que tuvieron menor calidad sensorial. Este COVs ademas de asociarse a las
variables sensoriales de interés en mds de una cosecha, no ha sido descripto hasta el
momento como un posible contribuyente al olor caracteristico del tomate.

La variable sin identificar UNK m/z 43 se correlacioné de forma inversa con el
olor, sin embargo los niveles de este metabolito no presentan una asociacién muy clara
con la clasificacién sensorial de los cultivares. Puede observarse en forma poco especifica
un aumento de la expresion en los cultivares poco aceptados CheAmRed, LA1589, CMP,
BIGUA y una leve tendencia de decrecer en los cultivares mejor calificados.

El resto de los COVs no present6 correlacién con los resultados del ARNeu, sin
embargo pueden mencionarse algunas relaciones interesantes. Por ejemplo una serie de
metabolitos derivados de aminoacidos aromadticos expresé sus niveles casi
exclusivamente en los cultivares que tuvieron mayor relacion con la Zona 2. Estos COVs
fueron 1-fenil-1-propanol, 2-feniletil acetato, duraldehido, bencil acetato, salicilato de
propilo y salicilato de isoamilo. En las Figuras 16 y 17 y las Figuras 43, 56, 57 y 58 del
Anexo Digital ANAVA 2010 se grafican los niveles de los COVs mencionados.
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Figuras 16 y 17. Niveles de COVs de la Zona 2 de la cosecha 2010.
Letras diferentes demuestran niveles de significancia distintos para el andlisis de varianza (a=0.05).

Estos metabolitos fueron los que demarcaron mayor discriminacién metabolica
sobre las variedades del Grupo-2. Por ejemplo, los metabolitos bencil acetato y
duraldehido, se ubicaron en el extremo derecho de la Zona 2 sobre el mapa del ACP
(Figura 3). En las graficas anteriores puede observarse como los niveles mas abundantes
se expresaron significativamente en los cultivares 3836, 569, 571, CMP, 3806 y
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ocasionalmente en LA1589. Todas estas variedades pertenecen al Grupo-2, excepto el
cultivar silvestre, LA1589.

Otro detalle interesante sobre estos COVs fue que algunos de ellos fueron
asociados en la cosecha 2009 a alguna caracteristica sensorial de interés, como por
ejemplo 1-fenil-1-propanol al olor y los salicilatos de propilo e isoamilo al sabor del
fruto. En la presente cosecha a pesar de no formar parte de la correlaciéon mas estrecha
con el olor y sabor se asociaron mayoritariamente a cultivares apreciados como 3836, 569
y 3806.

Por dltimo en la Zona 3 se ubicaron, en mayor proporcién, los metabolitos
volatiles que se asociaron al olor caracteristico mediante ARNeu. Esta seccién del ACP
present6 una gran influencia de la especie silvestre LA1589, S. pimpinellifolium.

Los COVs de la Zona 3 correlacionados al Olor fueron 1-penten-3-ona, hexanal,
cis-3-hexenal, cis-2-hexenal, trans-2-hexenal y los compuestos volatiles sin identificar
UNK m/z 55 (inv) y UNK m/z 93-2. Las variables metabdlicas enumeradas
anteriormente corresponden a derivados volatiles de acidos grasos, y exceptuando cis-2-
hexenal, todos son identificados como metabolitos volatiles de impacto.

Es sumamente llamativa la relaciéon inversa que presentaron todos estos
compuestos con el olor caracteristico. Este hecho se debe precisamente a que en los
cultivares silvestres es caracteristico encontrar un perfil de metabolitos muy diferentes a
la especie domesticadal®l. En algunos casos como en S. pennellii y S. pimpinellifolium el
flujo metabolico deriva en una sobreproducciéon de COVs con un gran impacto sobre las
caracteristicas sensoriales. En S. pimpinellifolium se expresaron con gran abundancia los
derivados de aminoacidos y 4cidos grasos particularmente.

Los metabolitos volétiles derivados de la via metabdlica de &cidos grasos que
expresaron los niveles més elevados en el cultivar silvestre fueron 1-penten-3-ona, 2-
etilfurano, 1,4-pentadieno, 4-pentenal, trans-2-heptenal, 2-nonen-1-ol, 2-decenal, cis-3-
hexenal, trans-2-hexenal, hexanal y cis-2-hexenal. En las Figuras 18 y 19 y las Figuras 3, 4,
8 9,11, 12, 19, 33 y 44 del Anexo Digital ANAVA se grafican los niveles de los
metabolitos mencionados.
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Figuras 18 y 19. Niveles de COVs de la Zona 3 de la cosecha 2010.
Letras diferentes demuestran niveles de significancia distintos para el andlisis de varianza (a=0.05).

Los metabolitos sin identificar UNK m/z 55 y UNK m/z 93-2 presentaron una
relacién inversa y directa respectivamente con el olor caracteristico. En las Figuras 20 y
21 se grafican los niveles de estos COVs. En las gréficas mencionadas puede apreciarse
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que la variable asociada de tipo invertida, UNK m/z 55, se correlacion6 con mayores
niveles con los cultivares de menor calidad, BIGUA y LA1589, mientras que UNK m/z
93-2, en forma directa, se expreso en los cultivares con buenas valoraciones sensoriales.
Esto sefiala también que COVs sin identificar presentan correlaciones con cultivares de
diferentes valoracién sensorial de igual forma que otros metabolitos identificados. Estos
UNK, una vez caracterizados, podran ser tentativos candidatos que puedan considerarse
en futuros procesos de mejoramiento de la especie.
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Figuras 20 y 21. Niveles de COVs de la Zona 3 de la cosecha 2010.
Letras diferentes demuestran niveles de significancia distintos para el andlisis de varianza (a=0.05).
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Otros COVs importantes de la Zona 3 fueron los metabolitos de impacto
derivados de la fenilalanina como fenilacetaldehido, 2-feniletanol y bencilnitrilo que
presentaron niveles elevados en S. pimpinellifolium con diferencias significativas muy
acentuadas sobre el resto de los cultivares.

Estos compuestos aromaticos poseen caracteristicas olfatorias asociadas a notas
florales, dulces, miel y herbéceasl'’l. Sin embargo en grandes concentraciones toman
caracteristicas de tipo desagradable con un fuerte cardcter quimico y aromaticol32. A
pesar de no presentar correlacion con las caracteristas sensoriales en el ARNeu del 2010,
si lo hicieron en el analisis previo de la cosecha 2009. En caso de haberse repetido la
asociacion en ambos afios, seria probable que hubieran correlacionado en forma inversa,
de igual manera que los acidos grasos debido a los niveles exacerbados presentes en el
cultivar silvestre.

En las Figuras 22 y 23 y en la Figura 28 del Anexo Digital ANAVA 2010 se
grafican los niveles de los derivados de aminoacidos mencionados de la Zona 3.
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Figuras 22y 23. Niveles de COVs de la Zona 3 de la cosecha 2010.
Letras diferentes demuestran niveles de significancia distintos para el andlisis de varianza (a=0.05).
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Los compuestos volétiles de carotenoides también se hicieron presentes en este
grupo de variables asociado a LA1589. Los metabolitos 6-metil-5-hepten-2-ona, 6-metil-5-
hepten-2-0l, a-citral, geranil acetona y pseudoionona presentaron niveles
significativamente superiores en LA1589 y en cultivares de buena calidad. Sin embargo
los buenos matices sensoriales de estos COVs 7], no fueron suficientes para enmascarar
el efecto de otros metabolitos con aporte perjudicial para el aroma, como los derivados
de la fenilalanina en alta abundancia. En las Figuras 22, 23, 45, 52 y 59 del Anexo Digital
ANAVA 2010 se ejemplifican los niveles de los derivados de carotenoides mencionados.

En la Zona 3 fue posible determinar que los COVs asociados al olor caracteristico
tuvieron en su mayoria una relacién de modo invertida con esta importante variable
sensorial. A través de la incorporacién de un cultivar que sobre expresa una porciéon de
COVs definida, LA1589, fue posible determinar la importancia de la concentraciéon de
determinados COVs y su impacto en la apreciacién sensorial.

Conclusiones de la Cosecha 2010

El estudio de la cosecha 2010 permiti6 determinar grupos de variedades de
tomate con caracteristicas metabélicas diferentes. A su vez fue posible exponer las
amplias diferencias metabdlicas del cultivar silvestre LA1589, S. pimpinellifolium.

Las diferencias metabdlicas expuestas se vieron reflejadas también en las
caracteristicas sensoriales de los frutos. El caso mas relevante se observo en la variedad
silvestre presentando niveles de COVs derivados de &cidos grasos y aminoacidos
arométicos muy abundantes que le confirieron un olor y sabor de baja calidad.

El analisis de los datos mediante ARNeu permitié determinar los metabolitos
mas estrechamente relacionados al olor y sabor en los frutos de la cosecha.

La Zona 1 influenciada por los cultivares de buena calidad 3812, ELPIDA,
CheRedRoj contuvo mayoritariamente metabolitos derivados de acidos grasos y
aminodcidos que se correlacionaron especificamente con el sabor caracteristico.

La Zona 3 dominada bajo el efecto del cultivar silvestre, presenté los metabolitos

voléatiles asociados al olor caracteristico. En este caso los COVs derivados de &cidos
grasos mayoritariamente se relacionaron en forma invertida con esta importante variable
sensorial.
La inclusiéon de un genotipo exdtico, como LA1589, que sobre expresé determinados
metabolitos con marcada influencia sobre el olor demostré la importancia de los niveles
de COVs y su relacién con la apreciacion sensorial en el fruto del tomate. En el analisis
de la cosecha 2009 fue posible observar que muchos de estos metabolitos se asociaron al
olor y sabor caracteristico pero de forma directa.
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Analisis de los Compuestos Organicos Volatiles de la Cosecha 2012

En el mes de marzo de 2012 tuvo lugar la campafia de cosecha de frutos de
tomates en el mismo sitio que los afios anteriores. Las variedades colectadas fueron 15,
incluyendo la especie silvestre S. pimpinellifolium, de las cuales se tomaron cuatro réplicas
biolégicas para determinar el perfil de COVs. Las sefiales detectadas en cada repeticion
fueron normalizadas de igual manera que en las cosechas previas de acuerdo a la
descripcién en el Capitulo II: Materiales y Métodos. En esta cosecha durante las
determinaciones de compuestos volatiles se observé una notable disminucién de la
expresion de metabolitos en las variedades ensayadas. Debido a esto, soélo se
consideraron en los siguientes estudios las variables metabélicas que presentaron sefiales
con areas integrables en al menos un cultivar de las 15 variedades de la cosecha.

El esquema de andlisis presentado en las cosechas anteriores también fue
respetado en esta seccién. Por lo tanto para iniciar este estudio se efectu6é primeramente
un AC para determinar la similitud entre las réplicas de cada cultivar y la agrupacion
entre los genotipos analizados. En la Figura 1 se grafica el resultado obtenido por este
analisis multivariado.
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Figura 1. Analisis de Conglomerados de las variables metabélicas de la cosecha 2012.
Cultivares de la cosecha 2012.
(Algoritmo de Clasificacion: Encadenamiento Promedio, Distancia: Gower).

El dendrograma permite observar que las repeticiones analizadas de todos los
cultivares presentaron una excelente congruencia dentro del genotipo. Las réplicas de las
variedades se asociaron primeramente entre sus pares formando un pequefio
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conglomerado que luego se condensé con otro de iguales caracteristicas. Este mismo
comportamiento fue posible observarlo en todos los cultivares de la cosecha 2012.

En forma mas general la grafica permiti6é distinguir agrupaciones formadas entre
los cultivares de acuerdo a su similitud metabdlica medida por los COVs. A una
distancia de referencia del 50 % de la méaxima longitud de la grafica se conformaron dos
conglomerados de genotipos. Los grupos quedaron conformados por 569, 3815 y 715 en
el primer caso y un numeroso conglomerado que incluy6 a 571, 572, M82, 553, 3837, 3819,
552, 3836, ELPIDA y BIGUA. Por ultimo pudo observarse como el cultivar silvestre,
LA1589, se mantuvo alejado de los dos grupos conectdndose a una lejana distancia
debido a sus enormes diferencias metabdlicas.

Seguidamente se realiz6 un ACP para determinar el agrupamiento y relacién
entre cultivares y metabolitos volatiles. En la Figura 2, se grafica el plano bidimensional
del resultado del andlisis de ACP.
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Figura 2. Analisis de Componentes Principales de los COVs de la cosecha 2012.
Cultivares de la cosecha 2012.

El analisis de ACP arrojé en el mapa una proyeccion representada del 53,9 % de la
variabilidad total de los datos, aportando el eje CP1 un 38,9 % y el eje CP2 un 15 %.

A partir de esta figura pudo observarse que los cultivares se distribuyeron en
forma muy concentrada sobre los valores negativos el eje CP1 conteniendo todas las
variedades de la especie S. lycopersicum. En el extremo opuesto se situé el cultivar
silvestre en forma muy alejada del resto de los demas variedades.

Debe notarse en este caso que la separacion mas importante de las variedades de
tomates comestibles, S. lycopersicum, estuvo comprendida sobre el eje CP2. En los valores
positivos del eje se agruparon los cultivares 3819, 3836, 3837, BIGUA, ELPIDA de tipo
redondo y las variedades M82, 552, 553, 572 de tipo perita formando el Grupo-1. Por otro
lado los cultivares 571, 715, 569 de tipo perita y la variedad 3815 de tipo cherry
conformaron el Grupo-2 ubicandose en los valores negativos del eje CP2. Puede
remarcarse también que dentro del Grupo-2 puede subdividirse en dos agrupaciones
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mas pequefias de acuerdo a la ubicacion de las variedades en el eje CP2. Por dltimo la
especie silvestre como fue mencionado se ubic6 solitariamente en el otro extremo de la
gréfica.

La informacién obtenida en los analisis multivariados acerca de la agrupacion de
los cultivares coincidié en gran medida como puede apreciarse en las graficas. La tinica
diferencia observada fue en la agrupaciéon del genotipo 571 que se encontré asociado a
diferentes cultivares en los dos andlisis realizados (AC y ACP).

La distribucién de los COVs en el biplot est4 representada en la Figura 3. En base
a la disposicién de las variables metabdlicas pudo clasificarse 3 zonas de metabolitos
distribuidas en el plano grafico.

CP 2 (16,0%)

CP 1(38,9%)
Figura 3. Figura 3. Anélisis de Componentes Principales de los COVs de la cosecha 2012.

El esquema mencionado de la disposiciéon de metabolitos volatiles en el ACP fue
muy similar al obtenido por la distribucién de los cultivares. Puede observarse la Zona 1,
asociada a los cultivares del Grupo-1 (Figura 2), ubicada en la regién izquierda superior
del grafico. La Zona 2, presentando correlacién con los cultivares del Grupo-2, ubicada
debajo de la zona antes mencionada. Y por dltimo con mayor divergencia, la Zona 3
ubicada en el margen opuesto del eje CP1 guardando relaciéon con el cultivar silvestre
LA1589. En las siguientes tablas se nombran los COVs pertenecientes a las zonas
definidas en este gréafico de ACP.

En las tablas siguientes se detallan los COVs incluidos dentro de cada una de las
zonas demarcadas especificando el origen metabdlico de cada uno de los compuestos. La
clasificacion metabolica corresponde a los cuatro origenes diferentes mencionados
previamente en otros anélisis: 4cidos grasos (AG), aminoécidos (AA), terpenoides (TER),
carotenoides (CAR) y las sefiales sin identificar (UNK).
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Tabla 1. COVs integrantes de la Zona 1.

Pablo R. Cortina

Zonal
Cédigo Nombre Origen Codigo Nombre Origen

M24 trans-2-heptenal AG M74 UNK m/z 57-3 UNK
M25 6xido gerdnico TER M76 UNKm/z 95 UNK
M36 2-etil-1-hexanol AG M80 B-damascenona CAR
M37 2-isobutiltiazol AA M83 verdil acetato TER
Mb51 alcanfor TER M89 B-ionona CAR
Mb56 UNKm/z 94 UNK M99 benzofenona AA
M58 o-terpineol TER M100 8-pentadecanona AG
M62 p-ment-1-en-9-al TER M101 o-hexilcinamaldehido AA
M69 o-citral CAR

En la Zona 1 en base a los COVs integrados, se observo el aporte de todos los

origenes metabdlicos pero no se observé una clara predominancia de alguna de estas

rutas metabolicas que promueven la biosintesis de los compuestos volatiles.

Tabla 2. COVs integrantes de la Zona 2.

Zona 2
Codigo Nombre Origen Cédigo Nombre Origen

M2 UNK m/z 43 UNK M40 cis-linalil 6xido TER
M5 2-etil-furano AG M42 trans-linalil 6xido TER
M7 3-metil-1-butanol AA M45 guayacol AA
M10 4-pentenal AG Me60 salicilato de metilo AA
M11 tolueno AA M70 2-undecanona AG
M12 cis-3-hexenal AG M85 geranil acetona CAR
M15 trans-2-hexenal AG M87 lilial AA
M17 1-nitropentano AA M88 UNK m/z 131 UNK
M35 limoneno TER M91 2-dodecanona AG
M38 2-octenal AG

En la Zona 2 se observé un aporte mayoritario del 37 % de derivados de acidos

grasos y 32 % de aminoécidos, seguido con un 16 % de contribucién de derivados

terpenoides.

Tabla 3. COVs integrantes de la Zona 3.

Zona 3
Codigo Nombre Origen  Cédigo Nombre Origen

M3 3-metilbutanal AA M52 3-metilheptilacetato AG
M4 1-penten-3-ona AG M53 UNKm/z120 UNK
M6 metil butanoato AG M57 DMHEX TER
M13 hexanal AG M63 dimetilbenzaldehido AA
M14 cis-2-hexenal AG M75 (3E)-4-metil-3-hepten-2-ona AG
M16 heptanal AG M77 eugenol AA
M18 o-pineno TER Ms81 2-metil-2-octen-4-ona AG
M23 UNK m/z 93-2 UNK M84 UNK m/z 147 UNK
M41 terpinoleno TER Ms86 2,5-ditertbutilbenzoquinona AA
M43 UNK m/z 58 UNK M90 B-ionona epéxido CAR
M47 2-nonen-1-ol AG

En la Zona 3, dominada por la influencia del cultivar silvestre, pudo observarse
un aporte mas significativo de los derivados de acidos grasos aportando un 43 % del
total de COVs. Esta composiciéon concuerda con el perfil de metabolitos observada en la
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cosecha 2010 expresando en mayor abundancia metabolitos volatiles provenientes de
acidos grasos.

Teniendo en cuenta la distribucién de variables y genotipos obtenida en las
graficas de ACP (Figuras 2 y 3) pudo observarse una concentraciéon de datos muy
significativa en la region de valores negativos del eje CP1. Esta aglomeracién dificulta la
asignacion de correlaciones entre la expresion de COVs y genotipos en los andlisis de
ACP. Principalmente este efecto se debe a la presencia del cultivar silvestre, LA1589, que
fuerza la aglomeracion de variables y genotipos en un area pequefia debido a sus
grandes diferencias metabdlicas.

En base a esta informaciéon y contemplando que el mayor interés se enfoca en
encontrar asociaciones entre COVs y variedades comestibles de tomate, se considerd
realizar un andlisis mas exhaustivo de los cultivares pertenecientes a la especie
domesticada, S. lycopersicum. A continuaciéon se muestran los analisis correspondientes a
esta significativa porcién de la cosecha 2012.

Primeramente se realizé6 un AC sin considerar la variedad LA1589. Se utiliz6 los
promedios de las réplicas de cada cultivar para simplificar el andlisis conociendo que la
dispersion dentro del genotipo es significativamente inferior a la variabilidad metabdlica
entre cultivares (Figura 1). En la Figura 4 se muestra el resultado del analisis de AC para
variedades de la especie S. lycopersicum sin considerar la especie silvestre, LA1589.
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Figura 4. Analisis de Conglomerados de las variables metabdlicas de la cosecha 2012 sin LA1589.
Cultivares de la cosecha 2012.
(Algoritmo de Clasificacién: Encadenamiento Promedio, Distancia: Gower).

La asociaciéon de los cultivares en el dendrograma presenté una distribucién con
pequetios cambios respecto del AC anterior (Figura 1). En este caso puede observarse
conglomerados mds pequefios formados antes del 50 % de la distancia maxima y algunos
cultivares, antes agrupados, se separaron demostrando mayor diferenciacion. Sin
embargo la agrupaciéon final en mayores grupos de cultivares presenté mucha
correlacion con el resultado obtenido previamente.
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Los nuevos conglomerados quedaron formados por las variedades 569, 3815;
ELPIDA y BIGUA; 552, 3819, 3837 y 553. Las variedades que se diferenciaron en esta
nueva distribucién fueron 571, M82, 572, 3836 y 715.

Seguidamente un andlisis de ACP fue realizado considerando tnicamente las
variedades de S. lycopersicum para determinar las relaciones entre cultivares y COVs. En
la Figura 5 se ejemplifica el resultado del ACP en esta nueva condicion.

El andlisis aport6 una representacion de la variabilidad total del 39,4% distribuida
en mayor medida en el eje CP1 (23%) y en el eje CP2 (16,4%). En el plano bidimensional
del ACP se observé una disposiciéon mas amplia de los cultivares respecto del analisis
incluyendo LA1589 (S. pimpinellifolium). En este caso puede apreciarse como las
variedades con mayores diferencias como 715, 569, 3815, 572, 571 y M82 (segtin el AC sin
LA1589) tendieron a ubicarse en las zonas mas alejadas de la gréfica. Por otro lado los
cultivares restantes se concentraron en la zona central de los ejes. La nueva distribucién
determing la formacién de nuevos grupos de variedades de S. lycopersicum denominados

(S. lyc).
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Figura 5. Anélisis de Componentes Principales de los COVs de la cosecha 2012 sin LA1589.
Cultivares de la cosecha 2012.

Los grupos de variedades en este analisis fueron 569 y 3815 en el extremo
izquierdo del eje CP1 conformando el Grupo-1 (S. Iyc), los cultivares 3836, ELPIDA, 553,
BIGUA, 3837 y 572 aglomerados en el Grupo-2 (S. lyc) sobre la zona central y 552, 3819 y
M82 en el extremo derecho del eje CP1 formando el Grupo-3 (S. lyc). Ademas las
variedades 715 y 571 se ubicaron en forma separada de los demds grupos de genotipos.

Una vez obtenido un escenario de distribucién de cultivares, es necesario
considerar la informacién sensorial que fue expuesta en el Capitulo IV: Anélisis Sensorial
de los Frutos de Tomate.

Los cultivares mas destacados en los paneles sensoriales por su buena calidad
correspondieron a 715, 572 y M82 especificamente para el olor, mientras que 552, 3819 y
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3837 se encontraron entre los mds apreciados para el olor y sabor conjuntamente. Por
otro lado los menos aceptados en las valoraciones fueron coincidentemente BIGUA y
ELPIDA. Sin embargo, a nivel general de la cosecha 2012 los frutos de la especie silvestre,
LA1589, fueron considerados como los peores exponentes sensoriales.

Considerando la informacion sensorial mencionada, pudo determinarse sobre la
grafica del andlisis de ACP (Figura 5) que las variedades aglomeradas en el Grupo 3 (S.
lyc), M82, 552 y 3819 presentaron buenas consideraciones organolépticas. El sector
izquierdo del Grupo 1 (S. lyc), integrado por 3815 y 569, presenté una media/baja
aceptacién, mayormente para el olor del fruto. Debe destacarse también el cultivar 571,
separado de los demas cultivares, con una baja calidad en base a su olor, en las
inmediaciones del centro de la gréfica de ACP.

Por otro lado el cultivar 715 que se mantuvo alejado de la distribucion central
también fue bien recibido sensorialmente, principalmente por su olor caracteristico.

Los demas cultivares que se encuentran distribuidos sobre el plano, presentaron
menor aceptaciéon sensorial y se ubicaron principalmente en el centro de la grafica,
dominado por las variedades de menor calidad BIGUA y ELPIDA. Estos coinciden en
mayor medida con los cultivares del Grupo-2 (S. lyc). Sin embargo, puede observarse una
excepcion con la variedad 572, ubicada en el extremo de este grupo, que presentd a
diferencia del resto una buena consideracién sensorial en base al olor de sus frutos.

Una vez definida la relacién sensorial de cada cultivar debe considerarse la
informacion metabolica de los COVs asociados a cada genotipo y grupos de variedades
estudiados. Sobre el mismo mapa de anélisis pueden ubicarse las variables metabdlicas
del ensayo. En la Figura 6 se representa la distribucién de COVs de la cosecha 2012.
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Figura 6. Anélisis de Componentes Principales de los COVs de la cosecha 2012 sin LA1589.

Observando la grafica de la Figura 6 se identificaron 4 zonas donde se
concentraron en forma general los COVs analizados.
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La Zona 1 (S. Iyc) en la region izquierda del grafico se asocié con los cultivares del
Grupo-1 (S. lyc), 3815, 569 y también 571 ubicados en la misma seccién. La Zona 2 (S. lyc)
en el centro de la grafica presenté mayor relacién con las variedades del Grupo-2 (S. lyc):
3836, ELPIDA, 553, BIGUA, 3837 y 572. Debe notarse que en esta region del mapa
coinciden en forma cercana genotipos de buena y mala calidad sensorial. La Zona 3 (S.
lyc) ubicada en el extremo derecho del eje CP1 se asoci6 a los cultivares M82, 552 y 3819,
de buenos caracteres sensoriales, pertenecientes al Grupo-3 (S. lyc). Por dltimo la Zona 4
(S. lyc), separada del resto de los grupos, se relacioné particularmente con la variedad
715, uno de los cultivares mas apreciados sensorialmente por su olor.

Un andlisis mas esquematico de la distribucion de COVs fue realizado teniendo
en cuenta el origen metabolico de cada una de las variables. En la Figura 7 se encuentran
graficados los compuestos volatiles de acuerdo a la via metabdlica de la cual derivan.
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Figura 7. Distribucién de COVs de acuerdo a su origen metabélico en la cosecha 2012 sin LA1589.

En forma general puede apreciarse la contribuciéon de las distintas vias
metabodlicas a cada una de las zonas comentadas anteriormente. La contribucién de
derivados de 4cidos grasos (violeta) y aminodcidos no aromaticos (azul) fue mas visible
en la seccién izquierda de la grafica, sobre la Zona 1 (S. lyc). Los terpenoides (verde) se
distribuyeron en mayor medida en las Zonas 1 (S. lyc), Zona 2 (S. lyc) y Zona 3 (S. lyc)
ubicdndose en el extremo inferior de cada una de las zonas mencionadas. Por dltimo la
Zona 4 (S. lyc) se vio mas favorecida con el aporte de derivados de aminoacidos
aromaticos (celeste).

En las tablas siguientes se detallan los COVs incluidos dentro de cada una de las
nuevas zonas delimitadas del ACP sin considerar el cultivar silvestre. La clasificaciéon
metabdlica corresponde a los cuatro origenes utilizados en todos los andlisis previos.
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Tabla 4. COVs integrantes de la Zona 1 (S. lyc).

Zonal
Codigo Nombre Origen Cédigo Nombre Origen
M2 UNKm/z 43 UNK M40 cis-linalil 6xido TER
M5 2-etil-furano AG M41 terpinoleno TER
M7 3-metil-1-butanol AA M42 trans-linalil 6xido TER
M12 cis-3-hexenal AG M70 2-undecanona AG
M13 hexanal AG M85 geranil acetona CAR
M15 trans-2-hexenal AG M87 lilial AA
M16 heptanal AG M91 2-dodecanona AG
M17 I-nitropentano AA M98 B-metil ionona CAR

M38 2-octenal AG

En la Zona 1 (S. Iyc) pudo observarse una mayor abundancia de metabolitos
volatiles derivados de acidos grasos contribuyendo con un 47 % y una contribucién de
18% de aminoacidos y terpenos cada uno sobre el total de COVs. Entre los COVs mas
importantes puede nombrarse a los metabolitos volatiles de impacto 3-metil-1-butanol,
cis-3-hexenal, hexanal, trans-2-hexenal, 1-nitropentano y geranil acetona. Sumados a
estos, metabolitos derivados de COVs de impacto como heptanal y B-metil ionona
también se agruparon en esta zona.

Tabla 5. COVs integrantes de la Zona 2 (S. lyc).

Zona 2
Codigo Nombre Origen Codigo Nombre Origen
M4 1-penten-3-ona AG M58 o-terpineol TER
M14 cis-2-hexenal AG Mé62 p-ment-1-en-9-al TER
M24 trans-2-heptenal AG M83 verdil acetato TER
M25 oxido geranico TER M84 UNK m/z 147 UNK
M37 2-isobutiltiazol AA M100 8-pentadecanona AG
Mb56 UNKm/z 94 UNK M101 a-hexil cinamaldehido AA

La Zona 2 (S. lyc) present6é un aporte similar entre terpenos y derivados de acidos
grasos con un 33 % cada uno, un 17 % proveniente de derivados de aminodacidos y el
porcentaje restante correspondiente a sefiales sin identificar. Los COVs de impacto
asociados en esta seccién fueron 1-penten-3-ona, trans-2-heptenal y 2-isobutiltiazol.

Tabla 6. COVs integrantes de la Zona 3 (S. lyc).

Zona 3
Codigo Nombre Origen Cédigo Nombre Origen
M36 2-etil-1-hexanol AG M74 UNK m/z57-3 UNK
M51 alcanfor TER M76 UNK m/z 95 UNK
M52 3-metilheptilacetato AG M80 B-damascenona CAR
M57 DMHEX TER M89 B-ionona CAR
M69 o-citral CAR M99 benzofenona AA

Dentro de la Zona 3 (S. lyc) la contribuciéon de las vias metabdlicas estuvo
compuesta por un 30 % los carotenoides, 20 % los acidos grasos y terpenos y un 10 % los
aminodcidos. Los carotenoides aportaron un mayor porcentaje donde se destacan
principalmente la f-damascenona y B-ionona como COVs de impacto.
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Tabla 7. COVs integrantes de la Zona 4 (S. lyc).

Zona 4
Cadigo Nombre Origen Caodigo Nombre Origen
M3 3-metilbutanal AA M45 guayacol AA
M10 4-pentenal AG M60 salicilato de metilo AA
Mi11 tolueno AA M88 UNK m/z 131 UNK

M35 limoneno TER

Por dltimo la Zona 4 (S. lyc), alejada de los otros grupos de COVs present6 a los
derivados de aminodcidos como los contribuyentes mas abundantes. Estos COVs
aportaron un 57 % de los metabolitos incluidos en esta aislada region. Entre ellos pueden
destacarse a guayacol y los metabolitos volatiles de impacto 3-metilbutanal y salicilato de
metilo.

Analisis por Redes Neuronales Artificiales de la Cosecha 2012

La cosecha 2012 se analiz6 mediante ARNeu de igual manera que las cosechas
anteriores. Sin embargo debido a menor cantidad de variables metabdlicas que pudieron
ser detectadas el nimero de neuronas de analisis se disminuy6 a 5 en forma especular.

En estos analisis fue considerado el cultivar silvestre LA1589, S. pimpinellifolium.
En virtud de que la metodologia de ARNeu considera la correlacion de variables y
cultivares en forma particular para luego formar conglomerados de co-expresién de tipo
multivariado, la inclusion del cultivar exético no produjo dificultades en la posterior
interpretacion de los resultados como fue observado en las técnicas de AC y ACP.

En la Figura 8, se grafica el mapa de neuronas de salida del analisis
correspondiente a la cosecha 2012 por ARNeu.
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Figura 8. Mapa Neuronal de Resultados del analisis de COVs por ARNeu de la cosecha 2012.

El analisis de la cosecha 2012 present6 las variables olor y sabor caracteristico
ubicadas en un mismo conglomerado, la neurona N° 5 del mapa de resultados. En la
Figura 9, se grafican las variables que se asociaron con mayor fortaleza al olor y sabor en
la neurona N° 5.
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Figura 9. Detalle de la Neurona 5 del analisis por ARNeu de la cosecha 2012.

El hecho de que las variables de mayor interés olor y sabor caracteristico, se
ubicaran en la misma neurona denoté una alta correlacién reafirmando la gran
dependencia que existe entre estas variables. Ademds otras variables de gran
importancia sensorial como la dulzura y la jugosidad también se asociaron de igual
forma en la misma neurona N° 5.

La Zona de influencia del olor y sabor caracteristico incluyé a las neuronas
vecinas mds proximas N° 10, N° 4 y N° 9 y abarc6 importantes COVs ademads de otras
variables de tipo sensorial. En las Figuras 10 y 11 se grafican los detalles de las neuronas
N° 4 y N° 10 y en la Figura 26 del Anexo Digital ARNeu se encuentra el grafico de la
neurona N°9.
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Figura 10. Detalle de la Neurona 4 del analisis por ARNeu de la cosecha 2012.
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Figura 11. Detalle de la Neurona 10 del andlisis por ARNeu de la cosecha 2012.

En la Tabla 8, se ejemplifican las variables de la neurona N° 5 y de las neuronas
que conforman la zona de influencia del olor y sabor caracteristico. Ademads, se especifica
en las columnas Zona ¢/LA1589 y Zona s/LA1589 en que zona de los analisis de ACP
(Figuras 3 y 6) se ubicaron las variables metabdlicas con mayor correlacion sensorial.

Tabla 8. Variables integrantes de la Neurona N° 5 y sus vecinos mas préximos de la
cosecha 2012.

Olor y Sabor Caracteristico (Neurona 5)

N V Coddigo Nombre Zona ¢/ LA1589 Zona s/ LA1589
5 0 M40 cis-linalil 6xido 2 1
5 0 M42 trans-linalil 6xido 2 1
5 0 Sens Olor

5 0 Sens Sabor

5 0 Sens Dulzura

5 0  Sens Jugosidad

10 1 M2 UNKm/z 43 2 1
10 1 M>52 3-metilheptilacetato (inv) 3 3
10 1 Sens Text. Pulpa

4 1 M38 2-octenal 2 1
4 1 M45 guayacol 2 4
4 1 M60 salicilato de metilo 2 4
4 1 MB88 UNK m/z 131 2 4
9 1 M11 tolueno 2 4
4 1 M7 3-metil-1-butanol 2 1
4 1 M12 cis-3-hexenal 2 1
4 1 M17 1-nitropentano 2 1
4 1 M9I1 2-dodecanona 2 1
4 1 M98 B-metil ionona 2 1
4 1 Sens Val. Gral. (inv)

9 1 M15 trans-2-hexenal 2 1
9 1 M85 geranil acetona 2 1

N: ntmero de neurona. V: vecindad. Sens: variable sensorial
Zona ¢/LA1589: ubicacién del metabolito en el ACP incluyendo LA1589.
Zona s/LLA1589: ubicacién del metabolito en el ACP excluyendo LA1589.

Los metabolitos mds renombrados de la zona de influencia del olor y sabor
caracteristico corresponden a COVs de impacto como salicilato de metilo, 3-metil-1-
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butanol, cis-3-hexenal, 1-nitropentano, trans-2-hexenal y geranil acetona. Ademds
completan este grupo otros metabolitos que no han sido relacionados hasta el momento a
las caracteristicas sensoriales del tomate, estos nuevos COVs fueron cis-linalil 6xido,
trans-linalil 6xido, 3-metilheptilacetato (inv), 2-octenal, B-metil ionona, tolueno, 2-
dodecanona y dos sefiales sin identificar UNK m/z 131 y UNK m/z 43.

En forma global, de acuerdo al origen metabdlico de los compuestos volatiles
asociados al olor y sabor, las vias metabdlicas mas influyentes fueron los acidos grasos y
aminodacidos aportando un 31 % cada una y los terpenoides, carotenoides y compuestos
sin identificar contribuyendo con un 12,5 % cada uno sobre el total de COVs.

Por otro lado, se demostré6 nuevamente la estrecha relacién que presentaron las
variables sensoriales dulzura, jugosidad, valoraciéon general y textura de pulpa con las
variables sensoriales de mayor interés en este estudio. Particularmente la dulzura se
relacion6 con el olor y sabor en los 3 andlisis realizados (cosechas 2009, 2010 y 2012),
mientras que la jugosidad lo hizo en las dos tltimas oportunidades, en 2010 y 2012.

A partir de los resultados del ARNeu pudo observarse que, exceptuando 3-
metilheptil acetato, todas las variables metabélicas asociadas al olor y sabor presentaron
relacién con la Zona 2 del ACP (Figura 3) cuando el cultivar silvestre formé parte de las
variedades estudiadas. Esta zona de COVs se asoci6 con los cultivares del Grupo-2, 571,
3815, 569 y 715 (Figura 2). Por otro lado cuando el cultivar LA1589 fue excluido del
analisis de ACP, estos mismos COVs, correlacionados al olor y sabor, se asociaron a la
Zona 1 (S. lyc) y Zona 4 (S. lyc) del ACP LA1589 (Figura 6). Estas zonas de COVs
presentaron relacién con el Grupo-1 (S. lyc) y Grupo-571 (S. lyc) conteniendo a los
cultivares 569, 3815 y 571 y el Grupo-715 (S. lyc) exclusivamente influenciado por la
variedad 715 (Figura 5). Debe recordarse que las variedades 569 y 715 presentaron los
mejores aspectos sensoriales por su sabor y olor respectivamente y los cultivares 3815 y
571 tuvieron una apreciacion media a baja en sus frutos. La agrupacién de los COVs
seflalados a cultivares de buena calidad sensorial pone de manifiesto la congruencia de
los resultados obtenidos del estudio por ARNeu junto con los datos obtenidos de los
analisis de ACP.

Los datos finales del analisis de ARNeu permitieron remarcar cuales metabolitos
se asociaron con el olor y sabor caracteristico identificando las zonas de las graficas de
ACP donde se ubicaron los COVs. La Zona 2 (con LA1589) y las Zonas 1 (S.lyc) y Zona 4
(S.lyc) contuvieron las variables metabdlicas que se correlacionaron con mayor fortaleza
con el olor y sabor en la cosecha 2012.
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Analisis Especifico de los Compuestos Organicos Volatiles de la Cosecha
2012

Los anélisis de ARNeu y ACP determinaron que los metabolitos asociados a las
variables sensoriales de interés se distribuyeron en mayor proporcion en la Zona 1 (S.
lyc) y Zona 4 (S. lyc) de las graficas de ACP (sin LA1589). Estas zonas presentaron mayor
influencia de los cultivares 715, 569, 3815 y 571. A continuacién se detallaran algunos
ejemplos de los COVs y cultivares de la especie S. lycopersicum de estas y otras zonas
mencionadas.

Enla Zona 1 (S. lyc) se agruparon los metabolitos volatiles de impactol2 12! 3-metil-
1-butanol, cis-3-hexenal, 1-nitropentano, trans-2-hexenal y geranil acetona
correlacionados al olor y sabor del fruto mediante ARNeu. Estos COVs expusieron sus
maximos niveles con diferencias significativas en los cultivares 569, 3815, 571 y en menor
medida 715, M82 y 3837. Estas variedades presentaron caracteristicas sensoriales medias
y buenas en base a su olor y sabor. En las Figuras 12 y 13 y las Figuras 7, 10 y 36 del
Anexo Digital ANAVA 2012 se ejemplifican los niveles de los COVs de impacto
mencionados.
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Figuras 12 y 13. Niveles de COVs asociados a la Zona 1(S. lyc) de la cosecha 2012.
Letras diferentes demuestran niveles de significancia distintos para el anélisis de varianza (a=0.05).

En las figuras anteriores puede observarse que para los derivados volatiles del
metabolismo de leucina e isoleucinal'® 14, los cultivares 569, 3815 y 715, en forma algo
inferior, presentaron los niveles mas abundantes de estos metabolitos.

Otros COVs remarcados del andlisis de ARNeu pertenecientes a este grupo de
variables metabdlicas que no pertenecen a la lista de metabolitos de impacto fueron cis-
linalil 6xido, trans-linalil 6xido, 2-octenal, 2-dodecanona, $-metil ionona y UNK m/z 43.
Los COVs 2-dodecanona y B-metil ionona no han sido hasta el momento ligados al olor y
el sabor del fruto del tomate.

Sobre los COVs 2-octenal y B-metil ionona se observé que solo se expresaron
especificamente en los cultivares 569 y 571 del Grupo-1 (S. lyc). En cambio UNK m/z 43
y 2-dodecanona se expresaron en diversos genotipos con niveles significativos similares
en 552, 553, 3836 y cultivares de otros grupos.

Por altimo los terpenoides cis-linalil 6xido y trans-linalil 6xido aportando notas de
tipo floral y herbaceo ['7], tuvieron una expresién significativamente mas elevada en 572,
una de las variedades de mejor calidad, seguido de variedades incluidas en el Grupo-1
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(S. lyc) con buenos a moderados niveles de aceptacién sensorial. En las Figuras 14 a 17 y
Figuras 1 y 40 del Anexo Digital ANAVA 2012 se grafican los niveles de los COVs
mencionados.
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Figuras 14 y 15. Niveles de COVs asociados a la Zona 1 (S. lyc) de la cosecha 2012.
Letras diferentes demuestran niveles de significancia distintos para el andlisis de varianza (a=0.05).
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Figuras 16 y 17. Niveles de COVs asociados a la Zona 1(S. lyc) de la cosecha 2012.
Letras diferentes demuestran niveles de significancia distintos para el andlisis de varianza (o=0.05).

Los resultados obtenidos en el ARNeu no permitieron en esta cosecha discriminar
especificamente cuales COVs aportaron en mayor medida al olor o sabor caracteristico
del tomate. Sin embargo, teniendo en cuenta que el cultivar 569 se ubic6 siempre dentro
de las variedades correlacionados a los caracteres sensoriales y el rasgo sensorial
destacado fue el buen sabor de sus frutos, permite inferir que esta variedad presenté un
perfil de COVs que contribuiria positivamente a desarrollar un sabor agradable junto con
otros metabolitos como aztcares y acidos orgénicosl'el.

Ademés en esta zona se distribuyeron otros metabolitos que no fueron asociados
al olor y sabor del fruto por ARNeu, entre ellos pueden nombrarse a 2-etilfurano,
hexanal, heptanal, 2-undecanona, terpinoleno y lilial. Los cuatro primeros compuestos
provienen del metabolismo de 4cidos grasos y presentan notas de tipo dulce-caramelo,
herbaceo-fresco-vegetal y frutado-ceroso respectivamentell’l que podrian armonizar con
el aroma del fruto. En cuanto al terpinoleno y lilial, estos aportan matices de tipo citrico-
pino-madera y florall’”l. La mayoria de estos COVs tuvieron como mayor exponente, con
diferencias significativas, a la variedad 3815 que present6 una apreciacién sensorial
media. Estos COVs, a pesar de presentar notas sensoriales que pudieran beneficiar el
incremento del olor caracteristico no fueron asociadas a los cultivares de mayor calidad
en el 2012. En las Figuras 3, 8, 11, 20, 31 y 37 del Anexo Digital ANAVA 2012 se grafican
los niveles de los metabolitos comentados.
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En la Zona 2 (S. Iyc) no se ubicé ninguno de los COVs sefialados por el anélisis de
ARNeu como contribuyente para el olor o sabor del fruto. Esta zona se mostré
influenciada por cultivares de buena y media aceptacién sensorial en forma muy cercana
a las variedades que presentaron la mas baja calificacién organoléptica. Estas variedades
pertenecen todas al Grupo-2 (S. lyc).

En esta seccion de la grafica a pesar de no ubicarse COVs relacionados a las
variables sensoriales de interés se ubicaron 3 metabolitos de impacto, 1-penten-3-ona,
trans-2-heptenal y 2-isobutiltiazoll’2l y otros COVs que en cosechas previas formaron
parte de las variables correlacionadas al olor y sabor del fruto.

Los metabolitos de impacto mencionados se asociaron mayoritariamente a
cultivares que presentaron niveles de calidad sensorial bajos y medios, como ELPIDA,
BIGUA, 3836 y 553. En las Figuras 18 y 19 y en la Figura 10 del Anexo Digital ANAVA se
grafican los niveles de estos metabolitos de impacto situados en la Zona 2 (S. Iyc).
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Figuras 18 y 19. Niveles de COVs asociados a la Zona 2 (S. Iyc) de la cosecha 2012.
Letras diferentes demuestran niveles de significancia distintos para el andlisis de varianza (a=0.05).

Los niveles de estos importantes metabolitos presentaron niveles
significativamente superiores en cultivares poco apreciados, sobre todo en ELPIDA y
BIGUA. En esta cosecha estos metabolitos presentaron una relacién de tipo invertida con
el olor y sabor.

Los demas metabolitos que no forman parte de los COVs de impacto presentaron
diferentes comportamientos en los cultivares asociados a la Zona 2 (S. lyc). Entre las
variables metabélicas pueden nombrarse a cis-2-hexenal, 6xido geranico, a-terpineol, p-
ment-1-en-9-al, a-hexil cinamaldehido y UNK m/z 94.

Los derivados terpénicos, 6xido gerédnico, a-terpineol, p-ment-1-en-9-al, en las
cosechas 2009 y 2010 presentaron correlacién con el olor y sabor caracteristico mediante
el analisis de ARNeu (Tablas 4 y 5 del andlisis de la Cosecha 2009 y Tabla 5 del Analisis
de la Cosecha 2010). Sin embargo, en esta cosecha debido al perfil presentado no
pudieron ser asociados a estas caracteristicas sensoriales. En las Figuras 20 y 21 se
grafican los niveles de algunos de los metabolitos mencionados.

El cultivar que presenté mayor abundancia para p-ment-l1-en-9-al fue 572,
mientras que para el resto de la cosecha se observé un nivel muy parejo. Un
comportamiento similar fue observado para 6xido geranico presentando niveles sin
diferencias significativas para casi toda la cosecha. La acumulacién de estos compuestos
en los cultivares de mayor calidad fue observado en las cosechas 2009 y 2010, sin
embargo en el 2012 no pudo observarse este mismo comportamiento.
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Figuras 20 y 21. Niveles de COVs asociados a la Zona 2 (S. lyc) de la cosecha 2012.
Letras diferentes demuestran niveles de significancia distintos para el andlisis de varianza (a=0.05).

Puede agregarse también que p-ment-1-en-9-al (M62), fue uno de los COVs que
mayor variabilidad aportd sobre el eje CP2 para la discriminacién de los cultivares
(Figura 6). Este derivado terpénico presenté una ubicacién més alejada del centroide de
la Zona 2 (S. lyc). Este desplazamiento coincide con su mayor relacién con la variedad
572 y su ubicacién mas aislada del resto de las variedades.

Por otro lado a-hexil cinamaldehido expuso los niveles mas abundantes en los
cultivares de peor valoracion sensorial de la cosecha, BIGUA, ELPIDA y en una variedad
de buena aceptacion, 572. El comportamiento erratico de esta variable no permite asociar
su presencia con una buena o mala asociacién sensorial en la cosecha 2012. Sin embargo,
debe tenerse en cuenta que en el andlisis de la cosecha 2009 este compuesto volatil fue
asociado al sabor caracteristico como un posible contribuyente positivo al desarrollo del
mismo (Tabla 7 del Andlisis de la Cosecha 2009).

En forma similar cis-2-hexenal se expresé exclusivamente en la variedad 3836,
presentando una calidad sensorial media/baja. En la cosecha 2010, este metabolito fue
asociado en forma invertida con el olor caracteristico, es decir que un incremento en su
concentracion desfavoreceria el desarrollo de una buena percepcién sensorial (Tabla 4
del Analisis de la Cosecha 2010). En este caso si fue posible observar una congruencia
entre la relaciéon metabolito-cultivar a pesar de que en el 2012 no fue asociado a las
variables de interés. Esto permite inferir acerca de una posible contribucién negativa de
este compuesto en los frutos que presentan concentraciones abundantes de hexanal. En
las Figuras 7 y 43 del Anexo Digital ANAVA 2012 se pueden apreciar las gréficas con los
niveles de los metabolitos mencionados.

El resto de los COVs de la Zona 2 (S. lyc) no present6 relaciones muy claras acerca
de su expresion en los cultivares asociados ni tendencias que pudieran compararse con
resultados previos.

En la Zona 3 (S. lyc), fue posible encontrar un solo metabolito relacionado al olor
y sabor caracteristico expuesto por el ARNeu. El mismo fue el éster acético derivado de
acidos grasos relacionado en forma inversa, 3-metilheptil acetato. La ubicacion del
metabolito se asoci6 a los cultivares 552, 3819 y M82 que presentaron mayor influencia
sobre la Zona 3 (S. Iyc). Debe considerarse que este compuesto no ha sido clasificado
previamente como un posible contribuyente al desarrollo de las caracteristicas
sensoriales del fruto del tomate.
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Ademés en la Zona 3 (S. lyc) también se asociaron otros COVs importantes como
los metabolitos de impacto f-damascenona y B-ionona. Completan esta lista DMHEX:
3,6-dimetil-2, 3, 3a, 4, 5, 7a-hexahidrobenzofurano, 2-etil-1-hexanol, alcanfor, a-citral,
benzofenona y las sefiales sin identificar UNK m/z 57-3 y UNK m/z 95.

El éster 3-metilheptil acetato presentd los niveles mas elevados en la variedad
M82 y 552, pertenecientes al Grupo-3 (S. lyc) de cultivares. Sorprendentemente, el
genotipo M82 presenté una muy buena apreciacién en base a su olor, pero fue recibido
con menor aceptacién debido al sabor desarrollado en sus frutos.

Respecto del compuesto volatil mencionado no se reportan hasta el momento
datos sensoriales acerca del mismo, aunque un isémero estructural, 1-metilheptil acetato
(CAS N° 2051-50-5) presenta notas aromaticas de tipo frutall'”l que podrian estar cercanas
al aporte del metabolito remarcado por el ARNeu. Por otro lado es conocido que los
ésteres no son muy abundantes en el tomate como lo son en otros frutos como peras!2¢],
manzanasl, bananas y frutillasP®l. Ademds un estudio determiné que la presencia
aumentada de ésteres, por disminucién de enzimas de accioén esterasa, en las variedades
comestibles de tomate tiene un efecto perjudicial sobre el impacto sensorial de sus frutos.
Este efecto se observa mas claramente en frutos silvestres de tomate que no son
considerados comestiblesl®ll. Toda esta informacién permite afirmar la relacién inversa
de este metabolito, denotada por ARNeu, con las caracteristicas de interés en los frutos
de tomate.

En la Figura 22 se ejemplifican los niveles de 3-metilheptil acetato en los
cultivares de la cosecha 2012.

Los COVs de impacto sin correlacién con el olor y sabor del fruto, B-damascenona
y B-ionona junto con a-citral fueron los derivados de carotenoides ubicados en esta zona.
Las caracteristicas sensoriales que presentan estos metabolitos son de tipo frutal y
favorecen el desarrollo de aromas agradables!'”l. Estos COVs se correlacionaron en mayor
medida con las variedades M82, 3837, 552 y 3819 presentando en general una buena
apreciacion general en los frutos. Particularmente a-citral se expres6 en forma exclusiva
en M82, mientras que los dos otros derivados de carotenoides se expresaron en mayor
cantidad de variedades, aunque en mayor abundancia en los cultivares mencionados.

En las Figuras 23 a 25 se grafican los derivados de carotenoides mencionados.
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Figuras 22 y 23. Niveles de COVs asociados a la Zona 3 (S. lyc) de la cosecha 2012.
Letras diferentes demuestran niveles de significancia distintos para el analisis de varianza (a=0.05).
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Figuras 24 y 25. Niveles de COVs asociados a la Zona 3 (S. lyc) de la cosecha 2012.
Letras diferentes demuestran niveles de significancia distintos para el anélisis de varianza (a=0.05).

Los metabolitos benzofenona, alcanfor, UNK m/z 57-3, UNK m/z 95 y DMHEX
presentaron en comun que los cultivares del Grupo-3 (S. lyc) contuvieron los niveles mas
abundantes de los COVs mencionados. A su vez fue posible observar que en todos ellos
los niveles de estos metabolitos estuvieron ausentes en las variedades del Grupo-1 (S.
lyc), 569 y 3815, ubicado en el extremo izquierdo de las gréficas de ACP. Esto permite
inferir acerca de la capacidad de estos COVs para discriminar algunas variedades en base
a los niveles que expresan sus frutos. Particularmente benzofenona y alcanfor, situados
en la seccién mas distal de la Zona 3 (S. lyc) (Figura 6) fueron los metabolitos que mayor
variabilidad remarcaron en los cultivares de este grupo. En las Figuras 23, 26, 32, 33 y 42
del Anexo Digital ANAVA 2012 se demuestran los niveles de estos COVs.

Finalmente, en la Zona 4 (S. Iyc) intimamente correlacionada con la variedad 715,
presentando el mejor olor de la cosecha 2012, se ubicaron 4 metabolitos asociados a las
variables sensoriales de interés por medio del ARNeu. Estos COVs fueron guayacol,
tolueno, UNK m/z 131 y el metabolito de impacto salicilato de metilo. Este grupo de
COVs de la Zona 4 (S. lyc) se completd con 4-pentenal, limoneno y 3-metilbutanal, otro
metabolito de impacto.

Los derivados de aminoécidos arométicos tolueno, guayacol y salicilato de metilo
presentaron los niveles mas abundantes en 715 y otras variedades de buena y media
calidad. Sobre el salicilato de metilo es conocido que forma parte de los metabolitos
esenciales para el desarrollo del buen aroma del tomatel* 12, esta informacién concuerda
con la expresion de este metabolito en el cultivar de mayor aceptacion olfatoria.

Respecto del guayacol, como fue mencionado en el andlisis de la cosecha 2010,
estudios previos asociaron este compuesto a caracteristicas negativas (off flavor)l9,
incluso en otras especies y alimentosl®l, pero en los ultimos afios otros estudios lo
reivindican ubicandolo como un posible contribuyente en el desarrollo de los caracteres
clasicos del tomatel”l. En esta cosecha fue posible observar su asociacion al mejor cultivar,
715.

El hidrocarburo aromatico, tolueno, present6 sus maximos niveles en 715 y otros
genotipos como 3836 y ELPIDA de menor calidad sensorial. En esta cosecha no presento
una clara tendencia a asociarse en mayor proporcién a los mejores cultivares. Sin
embargo junto con salicilato de metilo y guayacol en cosechas anteriores también fueron
relacionados al olor y sabor del fruto (Tabla 4 del Analisis de Cosecha 2009 y Tablas 4y 5
del Analisis de Cosecha 2010). En las Figuras 26, 27 y en la Figura 6 del Anexo Digital
ANAVA 2012 se grafican los niveles de los derivados de aminoacidos comentados.
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Figuras 26 y 27. Niveles de COVs asociados a la Zona 4 (S. lyc) de la cosecha 2012.
Letras diferentes demuestran niveles de significancia distintos para el andlisis de varianza (a=0.05).

La otra variable metabdlica relacionada por ARNeu fue UNK m/z 131, esta sefal
se asocid a 715 presentando niveles significativamente superiores al resto de la cosecha.
En el analisis de los cosecha 2009 este mismo metabolito desconocido también fue
asociado al olor caracteristico por ARNeu (Tabla 5 del Analisis de la Cosecha 2009).

El metabolito volatil de impacto derivado de aminoacidos no aromaéticos, 3-
metilbutanal, expres6 un perfil muy similar a UNK m/z 131. El cultivar 715 fue la
variedad que presenté el nivel mas abundante con diferencias estadisticamente
significativas. A pesar de ello, no presenté una asociacion con las variables sensoriales
mas importantes en el 2012, por el contrario en la cosecha 2009, de igual forma que UNK
m/z 131, este metabolito si fue asociado al sabor caracteristico mediante ARNeu. (Tabla 7
del Analisis de la Cosecha 2009). En las graficas 28 y 29 se demuestran los niveles de
estos COVs mencionados.
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Figuras 28 y 29. Niveles de COVs asociados a la Zona 4 (S. lyc) de la cosecha 2012.
Letras diferentes demuestran niveles de significancia distintos para el anélisis de varianza (a=0.05).

Por dltimo los COVs 4-pentenal y limoneno presentaron expresion
exclusivamente en la variedad 715. En las Figuras 5 y 15 del Anexo Digital ANAVA 2012
se ejemplifican estos metabolitos.

En un breve resumen, en esta compleja seccion pudo observarse que los
metabolitos volatiles mds intimamente relacionados con el olor y sabor caracteristico se
distribuyeron mayoritariamente en la Zona 1 (S. lyc) y Zona 4 (S. lyc). A su vez estos
grupos de COVs responden a la influencia de los cultivares 569 (como el mejor
exponente del grupo por su sabor), 3815 y 571 para la Zona 1 (S. lyc) y 715, presentando
la mejor calidad en base a su olor, para la Zona 4 (S. lyc).
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Conclusiones de la Cosecha 2012

Las metodologias de anélisis multivariado permitieron remarcar las diferencias
presentes en los cultivares, siendo la especie silvestre LA1589, S. pimpinellifolium, la que
expuso mayor distancia metabélica entre las variedades de la cosecha 2012.

La adicién de un anélisis excluyendo el cultivar exético, LA1589, permiti6 sefalar
diferentes grupos y variedades de la especie S. lycopersicum con contenidos metabolicos
diferentes que previamente no pudieron ser caracterizados cuando el cultivar silvestre
formé parte del estudio. El analisis permitié reconocer 3 grupos diferenciados entre si y
sefialar a las variedades de S. lycopersicum 715 y 571 como los més distintos de la
cosecha 2012.

El anélisis de ARNeu permiti6é sefialar una serie de COVs asociados al olor y
sabor caracteristico incluyendo metabolitos de impacto y otros no relacionados. Estos
COVs se ubicaron en mayor proporcién en las zonas donde los cultivares 569, 3815, 571 y
715 presentaron la mayor influencia sobre los metabolitos volatiles.

El analisis especifico de los metabolitos en cada zona de COVs permiti6 remarcar
que algunos metabolitos volatiles de impacto presentaron una relacién contraria al
comportamiento cldsico esperado, expresdndose en variedades de baja calidad sensorial.
Un ejemplo de estos COVs fueron 2-isobutiltiazol y 1-penten-3-ona.

Los resultados integrados de los analisis de la cosechas 2012 sugieren que las
variedades 569 y 715 fueron los cultivares de mayor influencia para el sabor y olor
respectivamente en base a los COVs asociados que expresaron y las buenas valoraciones
sensoriales de sus frutos.
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Comentarios Finales del Capitulo V

Consideraciones Generales

La informacién analizada en forma meticulosa de las 3 campafias de cosecha de
tomates 2009, 2010 y 2012 ha permitido exponer las diferencias metabdlicas existentes
entre las distintas especies de tomate analizadas y también detallar las diferencias
sensoriales y quimicas dentro de las variedades de la especie comestible de tomates, S.
lycopersicum.

Las caracteristicas quimicas que conformaron a cada cultivar resaltaron que la
variabilidad observada entre los frutos pertenecientes a un mismo cultivar fueron muy
inferiores a la variabilidad reflejada entre los genotipos permitiendo diferenciar las
variedades ensayadas en cada cosecha.

La informacién organoléptica de los frutos obtenida en las sesiones de
degustacién present6 en forma general una correlacion con la distribuciéon de cultivares
obtenida en base a sus diferencias metabdlicas. Esta observacion reafirma la influencia de
los compuestos quimicos volétiles sobre las caracteristicas sensoriales en el fruto del
tomate.

Los distintos enfoques de analisis sobre los datos metabélicos y sensoriales de las
variedades de tomate arrojaron una serie de compuestos orgédnicos volatiles que se
asociaron estrechamente con el olor y sabor caracteristico del fruto del tomate en cada
cosecha.

Cosechas Individuales

La cosecha 2009 present6 la mayor cantidad de metabolitos volatiles asociados al
aroma y sabor. Los COVs que presentaron mayor relacién con el olor fueron en su
mayoria derivados terpenoides y aminoacidos correspondiendo al perfil de metabolitos
expresado por el cultivar 3806. El anélisis del sabor en la misma cosecha present6 mayor
correlacion con derivados de aminoécidos, seguido de los acidos grasos y carotenoides.
Los cultivares que presentaron mayor influencia sobre esta variable fueron 572, 569 y
552.

La cosecha 2010 presenté un aporte mayoritario de acidos grasos, en forma
invertida, sobre el olor caracteristico del fruto. Este efecto tuvo causa en la inclusién en el
analisis del cultivar silvestre LA1589, S. pimpinellifolium, que posee un perfil de
compuestos volatiles exacerbado y una mala apreciacién sensorial. El sabor del fruto
estuvo influenciado en mayor proporcion por los derivados volétiles terpenoides y los
cultivares 3812, ELPIDA y CheRedRoj fueron las variedades que mayor aporte
presentaron sobre esta variable sensorial.

La cosecha 2012 comprendié la menor cantidad de metabolitos asociados al olor y
sabor del tomate de las tres cosechas. Los metabolitos que mayor aporte presentaron
para estas caracteristicas sensoriales fueron los derivados volatiles de aminoacidos y

154



Capitulo V - Anadlisis de los Perfiles de Compuestos Organicos Voltiles de los Frutos de Tomate

acidos grasos. Los cultivares que presentaron mayor influencia fueron 715 para el olor y
569 para el sabor.

Metabolitos Volatiles asociados al Olor y Sabor del Fruto del Tomate

La cantidad total de metabolitos asociados al olor y sabor caracteristico del tomate
incluy6 57 metabolitos diferentes en los 3 afios de cosecha estudiados. Dentro de esta
lista se ubicaron compuestos con reconocida actividad sobre las caracteristicas del fruto
como los metabolitos volatiles de impacto. Un total de 18 de estos compuestos estuvieron
incluidos en los metabolitos asociados al olor y sabor.

Asi mismo, en forma novedosa, se encontré una serie de 15 compuestos volatiles
que hasta el momento no habian sido relacionados como potenciales contribuyentes al
aroma y sabor del fruto. Estos COVs fueron 2-etil-1-hexanol, p-ment-1-en-9-al, DMHEX:
3,6-dimetil-2, 3, 3a, 4, 5, 7a-hexahidrobenzofurano, alcanfor, terpinoleno, 2-
metilacetofenona, 1-fenil-1-propanol, o6xido gerdnico, 2-dodecanona, decanal, p-
metoxitolueno, 3-metilheptil acetato, benzofenona, PB-metil ionona, salicilato de propilo y
salicilato de isoamilo.

Sumado a estos compuestos, otros metabolitos volatiles sin identificacién también
formaron parte del grupo de variables asociadas al olor y sabor del tomate. Las sefales
UNK m/z120, UNKm/z 95, UNKm/z 131, UNKm/z 119, UNK m/z 68, UNK m/z 55,
UNK m/z 57-2, UNK m/z 115, UNK m/z 43 y UNK m/z 93-2 formaron parte de la serie
de desconocidos con relacion a las caracteristicas sensoriales de interés.

Particularmente los metabolitos que se asociaron en diversas cosechas con el olor
y el sabor caracteristico fueron:

e cis-3-hexenal, como el unico metabolito que presentd relacion
especificamente con el olor caracteristico en las tres cosechas ensayadas.

e p-damascenona, f-ionona epdxido, decanal y UNK m/z 55
especificamente con el sabor caracteristico en dos cosechas diferentes.

e tolueno, UNK m/z 43, alcanfor, terpinoleno, 6xido geranico, guayacol, 1-
nitropentano, 2-dodecanona, 2-octenal, geranil acetona, metil salicilato y
UNK m/z 131 con el olor y el sabor caracteristico en dos cosechas
diferentes.

Contribucién Metabélica de los Compuestos Organicos Volatiles de las
Cosechas de Tomate

En forma global, considerando los resultados finales de manera integrada pudo
observarse que los derivados volatiles de aminoéacidos, en particular los que presentaron
residuos aromaticos, fueron los metabolitos de mayor contribuciéon sobre el olor y sabor
del fruto. Los derivados de 4cidos grasos en un porcentaje menor fueron los segundos

155



Tesis Doctoral Pablo R. Cortina

contribuyentes mas abundantes. Estas vias metabélicas fueron las que aportaron la
mayor cantidad de metabolitos volatiles en los perfiles de COVs de las tres cosechas
ensayadas.

Conclusiones Finales del Capitulo

La estrategia empleada utilizando diferentes analisis multivariados y un enfoque
inicial comprendiendo la totalidad de los datos para reducir especificamente las variables
de mayor correlacion permitié remarcar determinados metabolitos, conocidos y nuevos,
relacionados con los atributos sensoriales de interés.

El empleo de los Analisis por Redes Neuronales Artificiales como un novedoso
complemento de las técnicas multivariadas clasicas de estudio permitié demarcar las
variables metabdlicas y sensoriales de mayor correlacion con el olor y sabor caracteristico
del fruto del tomate. Debe remarcarse que la metodologia de ARNeu ha sido utilizada
por primera vez para el andlisis de COVs del fruto del tomate.

El seguimiento de los metabolitos volatiles correlacionados al olor y sabor del
fruto permitié identificar determinados cultivares de tomate que expresaron los
compuestos volatiles remarcados como los responsables de favorecer o perjudicar el
desarrollo del olor y sabor caracteristico de la especie S. lycopersicum.
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Asociacién del Olor y Sabor con el Origen Metabdlico y
Grupos Funcionales de los Compuestos Organicos
Volatiles del Fruto del Tomate

Introduccion

Los seres humanos se basan principalmente en 2 sistemas quimiosensoriales para
detectar quimicos en el aire: el olfato y la quemestesis (sensibilidad quimica). El sentido
del olfato mediado por los nervios olfativos y la quemestesis por medio del nervio
trigémino. Este dltimo sistema nervioso se encarga de determinar la presencia de COVs
produciendo sensaciones como el escozor, hormigueo, ardor, irritacién, frescura y
pungencia complementando la informacién obtenida por los receptores olfatoriosl'l.

Diferentes estudios han encontrado una relaciéon entre las caracteristicas
funcionales, espaciales y estéricas de COVs y su actividad en términos de percepcién del
olor. Estos estudios han demostrado una directa relacién entre diferentes caracteristicas
estructurales, tales como grupos funcionales, caracteristicas de las cadenas laterales,
estereoisomeria, con el poder odorifero y propiedades o notas odoriferas(2-4l.

El uso de la informacién global generalmente tiende a simplificar un modelo de
estudio. En muchas ocasiones, ofrece la ventaja de manejar menor cantidad de datos
ayudando a interpretar fendmenos biol6gicos que pasan desapercibidos cuando los
andlisis se encuentran enfocados en determinar relaciones especificas y conclusiones
puntuales. En los capitulos previos, se identificaron en cada cosecha COVs que se
asociaron al olor y sabor del fruto de tomate. Sin embargo, las asociaciones de estos
compuestos no fueron consistentes en todas las cosechas, no obstante, si hubo
consistencias en el predominio de COVs asociados de determinados origenes
metabolicos. En este trabajo de investigacién se planific6 un esquema de andlisis que
involucrara conjuntamente todas las mediciones sensoriales y metabdlicas determinadas
en las tres cosechas ensayadas en un solo estudio. El objetivo de este andlisis es
determinar asociaciones entre las distintas variables sensoriales y los grupos funcionales
y/u origen metabolico I51. Mediante el uso de una sencilla herramienta analitica como el
Andlisis de Correlacion de Spearman fue posible obtener interesantes resultados
cumpliendo con el objetivo planteado anteriormente [6-31.

Analisis de Correlacion entre variables sensoriales

Inicialmente se realizé un andlisis de correlacién utilizando los datos metabdlicos
y sensoriales coincidentes de las cosechas de tomates 2009, 2010 y 2012. El andlisis fue
realizado utilizando el coeficiente de Spearman con un nivel de significancia de 0,05. Los
datos sensoriales fueron reducidos a tres categorias por variable para simplificar los
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andlisis. A modo de ejemplo con el Olor se presenta la reduccién de categorias
sensoriales utilizada. Inicialmente se promedié la frecuencia de las dos categorias
maximas (Olor Caracteristico-5 y Olor Caracteristico-4) y minimas (Olor Caracteristico-1
y Olor Caracteristico-2) para constituir las categorias Olor-5 y Olor-1. Estas nuevas
categorias reflejan el olor caracteristico y olor no caracteristico determinado por los jueces
sensoriales. El valor de la frecuencia de Olor Caracteristico-3 se transformé en la nueva
categoria Olor-3 denotando la calidad intermedia de la misma variable sensorial.

El mismo tratamiento de variables y datos se realizé con olor caracteristico, sabor
caracteristico, dulzura y acidez. En la Tabla 1 se enumeran las nuevas categorias
sensoriales.

Tabla 1. Variables Sensoriales del Andlisis de Correlacion Global.

N° Nombre Cédigo N° Nombre Cédigo
1 Olor No Caracteristico Olor-1 7 Dulzura Baja Dulz-1
2 Olor Caracteristico Medio Olor-3 8 Dulzura Media Dulz-3
3 Olor Caracteristico Olor-5 9 Dulzura Alta Dulz-5
4 Sabor No Caracteristico Sabor-1 10 Acidez Baja Acid-5
5 Sabor Caracteristico Medio Sabor-3 11 Acidez Media Acid-3
6 Sabor Caracteristico Sabor-5 12 Acidez Alta Acid-1

Los datos de COVs fueron clasificados de acuerdo a su origen metabdlico y al
grupo funcional presente en su estructura molecular. Las categorias de origen metabdlico
fueron: acidos grasos (AG), aminoécidos (AA), terpenos (TER) y carotenoides (CAR). En
cuanto a la clasificacién segtin los grupos funcionales las categorias fueron: aldehidos
(ALD), alcoholes (ALC), cetonas (CET), ésteres (EST), hidrocarburos (HIDR), furanos
(FUR), nitrocompuestos (NITR), tiazoles (TIAZ), ep6xidos (EPOX) y para los compuestos
difuncionales éter-alcohol (ET-ALC) y éster-alcohol (EST-ALC)L

Las variables metabdlicas consideradas en los andlisis de correlacion fueron las
mediciones que presentaron niveles mayores al limite de detecciéon de la técnica en todas
las cosechas. Ademas las sefiales no identificadas (UNK) no fueron consideradas para
este andlisis. En forma global se consideraron 47 variables metabdlicas expresadas como
composiciéon porcentual (porcentaje de &rea respecto del 4rea total integrada del
cromatograma) y 12 categorias organolépticas provenientes de las 4 variables sensoriales.

En la Tabla 2 se enumeran las variables metabdlicas y su correspondiente
clasificacién por origen metabdlico y por grupo funcional.
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Tabla 2. Clasificacion de variables metabélicas.

N° Nombre Nombre Corto Cédigo Origen Metabdlico Grupo Funcional
1 3-metilbutanal 3mBUTAL M3 Aminodcidos Aldehido
2 1-penten-3-ona 1PENT30ONA M4 Acidos Grasos Cetona
3 2-etil-furano 2eFURAN M>5 Acidos Grasos Furano
4 metil butanoato mBUTNATO M6 Acidos Grasos Ester
5 3-metil-1-butanol 3mBUTOL M7 Aminoécidos Alcohol
6 4-pentenal 4PENTENAL M10 Acidos Grasos Aldehido
7 tolueno TOLUEN M11 Aminodcidos Hidrocarburo
8 cis-3-hexenal C3HEXENAL M12 Acidos Grasos Aldehido
9 hexanal HEXANAL M13 Acidos Grasos Aldehido
10 cis-2-hexenal C2HEXENAL M14 Acidos Grasos Aldehido
11 trans-2-hexenal T2HEXENAL M15 Acidos Grasos Aldehido
12 heptanal HEPTANAL Mieé Acidos Grasos Aldehido
13 nitropentano NITRPENTAN M17 Aminoécidos Nitrocompuesto
14 a-pineno aPINENE M18 Terpenoides Hidrocarburo
15 trans-2-heptenal 2HEPTENAL M24 Acidos Grasos Aldehido
16 6xido geranico OXGERAN M25 Terpenoides Epoxido
17 limoneno LIMONEN M35 Terpenoides Hidrocarburo
18 2-etil-1-hexanol 2eHEXANOL M36 Acidos Grasos Alcohol
19 2-isobutiltiazol 2ISBUTIAZOL M37 Aminoécidos Tiazol
20 2-octenal 20CTENAL M38 Acidos Grasos Aldehido
21 cis-linalil 6xido LINALOXcis M40 Terpenoides Alcohol
22 terpinoleno TERPINOLEN M41 Terpenoides Hidrocarburos
23 trans-linalil 6xido LINALOXtrans M42 Terpenoides Alcohol
24 guayacol GUAYACOL M45 Aminodcidos Eter-Alcohol
25 2-nonen-1-ol 2NONENOL M47 Acidos Grasos Alcohol
26 alcanfor ALCANFOR M51 Terpenoides Cetona
27 3-metilheptil acetato 3mHepACET M52 Acidos Grasos Ester
28 DMHEX DMHEX M57 Terpenoides Furano
29 o-terpineol aTERPOL M58 Terpenoides Alcohol
30 salicilato de metilo SALICMET M60 Aminoécidos Ester-Alcohol
31 p-ment-1-en-9-al PMENT9AL Meé62 Terpenoides Aldehido
32 dimetilbenzaldehido dmBENZALDEH  M63 Aminoécidos Aldehido
33 a-citral aCITRAL M69 Carotenoides Aldehido
34 2-undecanona 2UNDECONA M70 Acidos Grasos Cetona
35 (3E)-4-metil-3-hepten-2-ona 4m3HEPTONA M75 Acidos Grasos Cetona
36 eugenol EUGENOL M77 Aminoécidos Eter-Alcohol
37 B-damascenona bDAMASC MS80 Carotenoides Cetona
38 2-metil-2-octen-4-ona 2m20OCTNONA M81 Acidos Grasos Cetona
39 verdil acetato VERDILACET MS83 Terpenoides Ester
40 geranil acetona GEACETON M85 Carotenoides Cetona
41 lilial LILIAL M87 Terpenoides Aldehido
42 B-ionona bIONON M89 Carotenoides Cetona
43 B-ionona epéxido bIONONEPOX M90 Carotenoides Cetona
44 2-dodecanona 2DODECONA MoI1 Acidos Grasos Cetona
45 -metil ionona bmIONONA M98 Carotenoides Cetona
46 benzofenona BENZFENON M99 Aminoécidos Cetona
47 a- hexilcinamaldehido aHEXCINAMAL M101 Aminoécidos Aldehido

Inicialmente se realiz6 un andlisis de correlaciéon entre las variables sensoriales
para observar la relacién existente entre las distintas variables y categorias mds cercanas
al aroma y sabor del fruto del tomate. Las tablas de coeficientes de correlacién y
probabilidades de todos los andlisis realizados se encuentran en el Anexo Digital Anélisis
Global. En la Figura 1, se grafican los coeficientes de correlacién de las variables
sensoriales.
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Figura 1. Gréfico de coeficientes de correlacién de las variables sensoriales.

A partir de la Figura 1, puede observarse en forma global una mayor abundancia
de correlaciones negativas (color azul) respecto de las positivas (color rojo) entre las
variables sensoriales. A su vez las correlaciones que presentaron mayor fuerza de
asociacion fueron las de signo negativo. Entre los casos mds importantes puede
nombrarse, como es esperado, las asociaciones entre las maximas y minimas categorias
de cada variable sensorial, como por ejemplo Acidez-5 y Acidez-1, Dulzura-5 y Dulzura-
1, Sabor-5 y Sabor-1 y Olor-5 y Olor-1. A su vez, también se observaron correlaciones con
significancia estadistica entre variables sensoriales distintas. A continuaciéon se exponen
en mayor detalle estos resultados.

En la Figura 2 se grafican en mayor detalle las correlaciones estadisticamente
significativas (p<0,05) entre pares de variable sensoriales en una escala de coeficientes de
correlacion de -1(correlacion negativa: azul) a 1 (correlacién positiva: rojo). El color negro
indica una asociaciéon no significativa (p>0,05) que no fue considerada en las graficas
siguientes. En estas figuras se destacan el olor, sabor, dulzura y acidez.
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Figura 2. Grafico de coeficientes de correlacién con p<0,05 de variables sensoriales.
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Los resultados de las correlaciones demostraron una covariaciéon en forma
positiva (color naranja) entre el olor y sabor en su minima calidad como asi también en
su maxima categoria, indicando que en general los frutos calificados como buenos o
malos en el olor también fueron definidos de igual forma en el sabor. Este resultado
refuerza la importante conexién entre estas variables y su contribucién en la apreciacion
de la calidad organoléptica del fruto de tomate. También puede destacarse la relaciéon
entre la dulzura y el sabor con distintas correlaciones significativas. Sobre estas variables
puede observarse una dependencia entre las mismas, donde el incremento en la dulzura
produce un aumento en la aceptabilidad del fruto medida a través de su saborl® 10l. Por
altimo, puede observarse una relacién entre la acidez y la dulzura del fruto. A partir de
las graficas puede observarse la correlacién positiva entre el aumento de la acidez
(Acidez-1, categoria menos aceptada) con el incremento de la dulzura y viceversal'l. Este
comportamiento expuso que el aumento en la sensacion de acidez del fruto presenté una
mayor valoraciéon de la dulzura por parte de los jueces sensoriales de las diferentes
cosechas ensayadas.

Anadlisis de Correlacién por Origen Metabdlico

Una vez determinadas las relaciones entre las caracteristicas sensoriales de los
frutos se realizé un analisis similar considerando el origen biosintético de los metabolitos
volatiles. Se utilizaron los cuatro origenes metabdlicos descriptos anteriormente y
ademds relaciones entre los grupos metabodlicos, como por ejemplo dacidos
grasos/aminodcidos (AG/AA).

En la Figura 3 se ejemplifica en detalle la seccién de asociaciones entre los grupos
metabolicos y las variables sensoriales.
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Figura 3. Detalle de grafico de coeficientes de correlacién de los grupos metaboélicos y variables sensoriales.
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La porcién graficada permite observar que las correlaciones entre los grupos de
variables clasificadas por su origen y las caracteristicas sensoriales presentaron en
general asociaciones débiles. Sin embargo, a pesar de expresar una fuerza moderada en
la asociaciéon fue posible identificar covariaciones estadisticamente significativas. El
grafico que representa el andlisis completo se encuentra en el Anexo Digital Andlisis de
Correlacion.

Entre las asociaciones que tuvieron correlaciones significativas pueden nombrarse
a los 4cidos grasos y carotenoides con el olor y los terpenoides con el sabor, dulzura y
acidez. A su vez, puede destacarse también la falta de correlaciones significativas entre
las variables sensoriales y los derivados de aminoécidos.

En la Figura 4 se detallan las correlaciones significativas mencionadas entre las
variables sensoriales y familias metabdlicas.
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Figura 4. Detalle de correlaciones significativas entre familias metabdlicas y variables sensoriales.

Las relaciones sefialadas en el andlisis demostraron que los derivados de dcidos
grasos y carotenoides presentaron una gran influencia sobre el olor del fruto. Los dcidos
grasos presentaron una correlacién negativa con el desarrollo del olor caracteristico
exponiendo el impacto negativo de estos compuestos sobre el aroma. Por otro lado los
derivados de carotenoides presentaron una asociacién positiva con el olor. La mayor
expresion de estos derivados correlacioné con el incremento de la apreciacion sensorial
del olor caracteristico.

En cuanto al grupo de los terpenoides, estos derivados presentaron una relacién
positiva con el sabor y la dulzura, indicando que su presencia impacta positivamente en
la apreciacion de estas variables. Contrariamente, en el caso de la acidez, los terpenos
presentaron una correlacién negativa con esta variable. Por otro lado, los compuestos
derivados de dminoécidos presentaron correlaciones positivas con las cuatro variables
sensoriales, pero ninguna de ellas fue estadisticamente significativa.

Respecto de las relaciones entre los grupos metabdlicos, los cocientes que
contenian dcidos grasos, AG/TER y AG/CAR, presentaron correlaciones significativas
de signo negativo con el olor y sabor caracteristico. Sobre la dulzura se observé que las
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relaciones AG/TER y TER/CAR presentaron correlaciones significativas negativas y
positivas respectivamente con este importante atributo sensorial. Por dltimo sobre la
acidez del fruto pudo observarse que TER/CAR, AA/CAR y AG/CAR presentaron
conjuntamente relaciones negativas con esta variable en su categoria mas aceptada. Sin
embargo, s6lo TER/CAR present6 una correlacion estadisticamente significativa.

En forma sintética, la informacién comentada en este ultimo parrafo permite
deducir que una mayor expresion de d4cidos grasos a expensas de terpenos o
carotenoides produce una reduccién en la aceptacion del olor y sabor del fruto. La
dulzura presenté sensibilidad al contenido de terpenos, un incremento en estos
derivados produce un fruto con mayor caracter dulce.

En el caso de la acidez, la disminucién en la expresién de derivados de
carotenoides presenté una relacién que promueve el mayor caracter dcido en los frutos
degustados. Un caso similar fue reportado utilizando frutos de tomate mutantes con un
perfil deficiente de carotenoides, estos frutos presentaron una correlacién significativa
con una disminucién de la dulzura cuando estos metabolitos voldtiles eran expresados
en baja proporcion. Este estudio sugiere que existe una compleja interaccién entre COVs,
azucares y dcidos que aun no puede ser explicada en su totalidad!2l.

Analisis de Correlacién por Grupo Funcional

Posteriormente al estudio segtin el origen metabdlico de los COVs se realizé un
andlisis de correlacién utilizando los datos sensoriales y metabdlicos clasificados de
acuerdo al grupo funcional presente en la estructura molecular. En este andlisis pudo
observarse que los mayores coeficientes de correlacion (en valor absoluto) se obtuvieron
sobre las relaciones de grupos funcionales, como por ejemplo entre aldehidos/alcoholes
y alcoholes (ALD/ALC y ALC), cetonas/hidrocarburos y alcoholes/hidrocarburos
(CET/HIDR y ALC/HIDR).

Las relaciones de mayor interés en este estudio demarcaron que entre las
variables sensoriales y los grupos funcionales se obtuvieron coeficientes de correlaciéon
estadisticamente significativos. En la Figura 5 se grafican en forma ampliada los
coeficientes de correlacién de la seccion especifica que incluye los grupos funcionales y
las variables sensoriales de mayor interés. El grafico completo del anélisis de correlacién
se encuentra en la Figura 2 del Anexo Digital Analisis de Correlacion.
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Figura 5. Detalle de grafico de coeficientes de correlacién de los grupos funcionales y variables sensoriales.

A partir de la figura anterior pueden destacarse las asociaciones que presentaron

niveles significativos de correlacién involucrando los grupos funcionales mds
abundantes en el metabolismo del fruto del tomate. Estas relaciones se exponen en las

Figuras6y 7.
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Figuras 6 y 7. Detalle de correlaciones significativas entre grupos funcionales y variables sensoriales.
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Las correlaciones significativas indicaron que el olor se asoci6 a diferentes grupos
funcionales y relaciones observandose correlaciones positivas y negativas. Los aldehidos
se correlacionaron en forma negativa con el olor en su maxima categoria, pero los
alcoholes, cetonas y ésteres se asociaron en forma positiva con su categoria mads
apreciadalll. A su vez, esta variable sensorial en su categoria mas baja también se asoci6
en forma negativa con las cetonas y ésteres. Debe remarcarse también que las relaciones
entre grupos funcionales que incluyeron a los aldehidos también presentaron
asociaciones con el olor en sus categorias maximas y minimas. Estas relaciones
conteniendo aldehidos con alcoholes, cetonas y esteres (ALD/ALC, ALD/CET vy
ALD/EST) presentaron asociaciones positivas con el Olor-1 (poco caracteristico) y
asociaciones negativas con el Olor-5, la categoria mdas apreciada. Estas asociaciones
advierten que a medida que la relacién entre aldehidos y otros grupos funcionales
(ALD/Gr. Funcional) aumenta, el olor caracteristico tiende a disminuir. El aumento de
dicha relacién puede producirse por un incremento en la produccién de aldehidos en el
fruto o por una reduccién significativa de COVs que contienen alcoholes, cetonas o
ésteres en su estructura molecular.

Otras asociaciones que presentaron significancia involucraron el grupo de los
alcoholes. Por un lado se observé una relacion directa con la dulzura. El incremento de
los derivados alcohélicos correlacioné positivamente con la mdaxima Dulzura y
negativamente con la categoria mas baja (Dulz-1). Sobre la acidez se observé una
asociacion positiva con Acidez-1 y una relacién negativa con Acidez-5. Esto permite
determinar que una mayor abundancia en la expresién de los alcoholes favoreceria el
incremento de la acidez en el fruto del tomate.

Los resultados demostraron que los metabolitos volétiles conteniendo el grupo
funcional aldehido presentan una gran influencia sobre el desarrollo del olor del fruto.
En contraparte, los alcoholes presentes en el perfil volatil de los frutos demostraron
poseer incidencia sobre el olor caracteristico, la dulzura y la acidez.

Sobre el sabor del fruto no se observaron correlaciones estadisticamente
significativas para ningtin grupo funcional. Sin embargo, se observé una leve tendencia
de los alcoholes, cetonas, ésteres e hidrocarburos a relacionarse en forma positiva con el
aumento del sabor caracteristico. En cambio los aldehidos demostraron un leve tendencia
pero de signo contrario con el sabor.

En resumen a medida que el fruto expresa mayor cantidad de derivados volatiles
aldehidicos la aceptacién del olor comienza a disminuir, sin embargo un aumento en el
contenido de alcoholes tendra un efecto positivo en el incremento del olor caracteristico.
También un incremento en los alcoholes favoreceria la percepcién de dulzura y acidez en
el fruto.

Analisis de Correlacion Mixto

Ademas de las correlaciones estudiadas, se realizaron otros anélisis de correlacién
basados en los resultados obtenidos. Debido a que determinados grupos funcionales que
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presentaron incidencia sobre la calidad organoléptica provienen en su gran mayoria de
un origen metabdlico definido se realizaron estudios para corroborar la relacién entre
estos grupos funcionales y la ruta metaboélica de la cual pertenecen.

Teniendo en cuenta el perfil de COVs, las distintas vias metabdlicas y los grupos
funcionales (Tabla 2) puede observarse que los metabolitos que contienen el grupo
aldehido provienen en un 55 % de los acidos grasos, 26 % de los aminodcidos, 13 % de los
terpenoides y un 6 % de los carotenoides. Respecto de los COVs con el grupo alcohol un
47,3 % provienen de aminodcidos, 29 % de terpenos, 17,7 % de &cidos grasos y 6% de
carotenoides. Por tltimo las cetonas tienen origen en un 40 % a partir de los carotenoides,
30 % de los &cidos grasos y 15 % de aminoacidos y 15 % de terpenoides. En la Figura 8, se
esquematizan los porcentajes de contribucién metabdlica a los grupos funcionales

mencionados.

0,
100% T .
90%

80%
70%
60%
50% I TER

m CAR

40% EAA
30%
20%
10%
0% T T
Aldehidos  Alcoholes Cetonas

mAG

Figura 8. Contribucién de los origenes metabdlicos a los grupos funcionales mas abundantes.

A partir de esta informacioén puede considerarse la influencia de los acidos grasos
(azul) en mayor medida sobre la expresiéon de los aldehidos, los aminoacidos (rojo) y los
terpenoides (verde) sobre los alcoholes y los carotenoides (violeta) sobre las cetonas.

Precisamente sobre estas relaciones expuestas, se realizaron andlisis de
correlacién entre las variables sensoriales y los grupos funcionales pero discriminando su
origen metabolico. En este caso las variables metabélicas se redujeron, en base a las
correlaciones significativas encontradas anteriormente, a aldehidos, alcoholes y cetonas
provenientes de acidos grasos, aminodcidos, terpenos y carotenoides, mientras que los
ésteres se clasificaron como derivados de acidos grasos y terpenos.

En la Tabla 3 se enumeran las nuevas variables mencionadas.
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Tabla 3. Grupos funcionales discriminados segin su origen metabélico.

Grupo Funcional Origen Cédigo
Aldehidos Acidos Grasos ALD-AG
Aldehidos Aminodacidos ALD-AA
Aldehidos Terpenos ALD-TER
Aldehidos Carotenoides ALD-CAR
Alcoholes Acidos Grasos ALC-AG
Alcoholes Aminodacidos ALC-AA
Alcoholes Terpenos ALC-TER

Cetonas Acidos Grasos CET-AG
Cetonas Aminoacidos CET-AA
Cetonas Terpenos CET-TER
Cetonas Carotenoides CET-CAR
Esteres Acidos Grasos EST-AG
Esteres Terpenos EST-TER

El resultado del andlisis se grafica en la Figura 9. En él, se detalla la regién que
involucra las correlaciones entre los grupos funcionales clasificados segtin su ruta
metabdlica y las variables sensoriales.

Las correlaciones significativas que se observaron permitieron discriminar en
forma mds especifica cuales grupos de metabolitos demuestran su influencia sobre los
distintos atributos sensoriales estudiados durante las cosechas de tomate.

EST-TER
EST-AG
CET-AG

CET-TER
CET-AG
CET-AA

ALC-TER
ALC-AG
ALC-AA

ALD-CAR
ALD-TER
ALD-AG

ALD-AA

Olor-1
Olor-3
Olor-5
Sabor-1
Sabor-3
Sabor-5
Dulz-1
Dulz-3
Dulz-5
Acidez-1
Acidez-3
Acidez-5

Figura 9. Detalle del gréfico de coeficientes de correlacion de los grupos funcionales discriminados por su origen
metabdlico y las variables sensoriales.

Para simplificar la exposiciéon de los resultados se graficé selectivamente las
variables sensoriales y los grupos funcionales de diferente origen metabdlico. En la
Figura 10 se exponen los coeficientes de correlacién estadisticamente significativos para
los aldehidos de diferente origen metabdlico.
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Figura 10. Detalle de correlaciones significativas entre los aldehidos de diferente origen metabdlico
y las variables sensoriales

Sobre los aldehidos pudo observarse que los metabolitos volatiles conteniendo
este grupo funcional provenientes de acidos grasos y terpenos presentaron correlaciones
significativas con el olor caracteristico y la dulzura. En el caso de los derivados de acidos
grasos las correlaciones fueron negativas y los derivados de terpenos presentaron
relaciones positivas con el olor caracteristico y la dulzura del fruto. Debe considerarse en
este caso los porcentajes que aportan estas rutas metabolicas a los compuestos volatiles
de este tipo. Como fue descripto en la Figura 8, los 4cidos grasos fueron los
contribuyentes mayoritarios de los aldehidos volétiles. Esto sugiere que la relacién entre
el aumento de los aldehidos y la disminucién de la dulzura y el olor caracteristico esta
dominada mayoritariamente por la expresion de los aldehidos volatiles derivados de los
acidos grasos.

Los aldehidos provenientes de terpenos fueron los tnicos que presentaron
correlaciones significativas con el sabor caracteristico. La correlacién expuesta tiene un
caracter positivo demostrando que a medida que estos COVs derivados de terpenos
aumentan favorece el desarrollo del sabor en el fruto.

La acidez expuso correlaciones significativas con los aldehidos derivados de
aminodcidos y carotenoides. Estos presentaron una correlaciéon positiva con la acidez en
su categoria mds aceptada, es decir que un aumento en los aldehidos derivados de estas
rutas metabdlicas favorece el desarrollo de una acidez aceptable para el consumo en los
frutos de tomate.

Debe destacarse también en este andlisis, la falta de correlacién significativa entre
los aldehidos derivados de aminodacidos y carotenoides con el olor y sabor caracteristico.
Como fue descripto en capitulos previos, estas vias metabdlicas aportan importantes
COVs, incluso algunos considerados como metabolitos volétiles de impacto, relacionados
al desarrollo del aroma caracteristico del fruto del tomate.

En la Figura 11 se detallan las correlaciones significativas entre los alcoholes y
ésteres de diferente origen metabdlico y las variables sensoriales.
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Figura 11. Detalle de correlaciones significativas entre los alcoholes y ésteres de diferente

origen metabdlico y las variables sensoriales

En esta grifica puede observarse que s6lo los derivados de acidos grasos
presentaron correlaciones significativas con el olor caracteristico. En este caso, los
alcoholes provenientes de este grupo metabdlico presentaron una correlaciéon positiva,
mientras que los ésteres de 4cidos grasos tuvieron un comportamiento invertido
correlacionando en forma negativa con el olor caracteristico.

Para el sabor en su categoria mds baja se observé una correlacién negativa con los
alcoholes de 4cidos grasos, si bien la tinica correlacién significativa fue la mencionada, la
tendencia sugiere que estos metabolitos favorecerian la aparicion de buenas
caracteristicas medidas a través del sabor del fruto (Figura 9).

La dulzura presentd niveles significativos de correlacién positiva con los
alcoholes derivados de 4cidos grasos y terpenos, en ambos casos estos derivados
volatiles promueven el desarrollo de un sabor apreciado en los frutos que los contienen
en mayor proporcion.

Por dltimo los ésteres de 4cidos grasos y los alcoholes de terpenos demostraron
una correlaciéon negativa con la acidez. Una mayor expresion de estos COVs tiende a
favorecer un aumento en la acidez del fruto disminuyendo su aceptacién por los
consumidores habituales.

Un dato relevante merece comentarse de este andlisis realizado. Es necesario
remarcar que a pesar del elevado porcentaje de contribuciéon de los aminodcidos en los
derivados alcohélicos (47,3 %) estos no presentaron ningtn tipo de correlacién
significativa con las variables sensoriales estudiadas.

En la Figura 12 se detallan las correlaciones significativas entre las cetonas de
diferente origen metabdlico y las variables sensoriales.
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Figura 12. Detalle de correlaciones significativas entre las cetonas de diferente

origen metabdlico y las variables sensoriales

En este caso pudo observarse que las cetonas derivadas de aminodcidos y
carotenoides presentaron correlaciones positivas con significancia estadistica con el olor
caracteristico. Por otro lado las cetonas derivadas de &cidos grasos presentaron una
relacion significativa con la acidez del fruto. Las cetonas provenientes de terpenos
presentaron correlacion significativa de signo negativo con el olor en su minima
categoria. Sin embargo, a pesar de no exponer una relacién con significancia estadistica
present6 una leve tendencia a correlacionarse en forma positiva con el Olor-3 y Olor-5
(Figura 9).

En forma general las cetonas derivadas de todos los origenes metabdlicos
presentaron correlaciones significativas o tendencias a favorecer el desarrollo de
caracteristicas apreciadas en el olor y la acidez del fruto. Debe tenerse presente la
contribucién mayoritaria de los carotenoides en las cetonas volatiles del perfil de COVs
de los frutos ensayados. Individualmente los carotenoides y las cetonas (Figura 4 y 6)
presentaron la misma tendencia positiva a correlacionarse con las caracteristicas
sensoriales mds apreciadas en el fruto.

Las correlaciones anteriores resaltaron que para el olor caracteristico los aldehidos
y alcoholes de 4cidos grasos, aldehidos de terpenos, cetonas de carotenoides,
aminodcidos y terpenos presentaron asociaciones estadisticamente significativas. En el
caso del sabor caracteristico s6lo los aldehidos de terpenos y alcoholes de 4cidos grasos
presentaron relaciones consistentes.

Las variables metabdlicas, con la combinacién de un origen metabdlico y grupo
funcional definido, que presentaron correlacién significativa con el olor o sabor
caracteristico coinciden con numerosos COVs del anélisis. La serie de metabolitos
considerados se presenta en la Tabla 4.
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Tabla 4. COVs con los requisitos de grupo funcional y origen metabdlico descriptos
que presentaron correlacién con el olor y sabor caracteristico.

Olor Caracteristico Sabor Caracteristico
Cédigo Nombre Grupo-Origen | Cédigo Nombre Grupo-Origen

M10 4-pentenal ALD-AG M87 lilial ALD-TER
M12 cis-3-hexenal ALD-AG M36 2-etil-1-hexanol ALC-AG
M13 hexanal ALD-AG M47 2-nonen-1-ol ALC-AG
M14 cis-2-hexenal ALD-AG

M15 trans-2-hexenal ALD-AG

M16 heptanal ALD-AG

M24 trans-2-heptenal ALD-AG

M38 2-octenal ALD-AG

Mé62 p-ment-1-en-9-al ALD-TER

M87 lilial ALD-TER

M36 2-etil-1-hexanol ALC-AG

M47 2-nonen-1-ol ALC-AG

MS80 B-damascenona CET-CAR

M85 geranil acetona CET-CAR

M89 B-ionona CET-CAR

M90 B-ionona epdxido CET-CAR

M98 [B-metil ionona CET-CAR

Mé6 metil butanoato EST-AG

M99 benzofenona CET-AA

A partir de los metabolitos presentados en la Tabla 4, puede observarse que todos
ellos fueron asociados con el olor y/o el sabor caracteristico en al menos una cosecha en
los diferentes analisis multivariados (Capitulo 5). La congruencia de los candidatos
surgidos desde esta estrategia de andlisis y los metabolitos identificados por ACP-
ARNeu, demostré que abordando distintos tratamientos de los datos metabdlicos fue
posible caracterizar una serie de COVs que presentaron una estrecha relacién con el olor
y sabor caracteristico del fruto del tomate.

La comparacién de los resultados de los andlisis multivariados permitié observar
también que en las diferentes cosechas estudiadas distintos metabolitos, con idéntico
origen metabdlico y grupo funcional, se asociaron a las variables sensoriales de interés.
En otras palabras, los metabolitos correlacionados pueden cambiar entre las cosechas, sin
embargo, prevalecen el origen y grupo funcional de los COVs asociados al olor y sabor
caracteristico. Por ejemplo, cis-3-hexenal se agrup6 al olor caracteristico en las 3 cosechas
analizadas, pero otros COVs similares conteniendo la funcién aldehidica se asociaron
selectivamente a una u otra cosecha. Pueden mencionarse a hexanal, trans-2-hexenal y
cis-2-hexenal asociados a la cosecha 2010, heptanal a la cosecha 2009 y 2-octenal a las
cosechas 2009-2012. Con otro grupo de metabolitos, como los derivados carotenoides con
un grupo carbonilo, pudo observarse un patrén de asociaciéon similar. Los COVs 3-
damascenona y B-ionona epéxido se asociaron al sabor caracteristico en las cosechas
2009-2010 y geranil acetona a las cosechas 2009-2012.

El seguimiento de los diferentes metabolitos asociados permitié inferir que la
expresion de un patrén de compuestos volatiles con caracteristicas definidas, metabdlicas
y estructurales, se encuentra presente consistentemente en las diferentes variedades de
tomates que se clasificaron como las mds aceptadas en base a su olor y sabor en las

cosechas estudiadas.
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Si bien puede ocurrir un cambio en el aporte de los matices sensoriales de los
diferentes COVs asociados que alternan entre las cosechas, la caracteristica sensorial
general de un grupo de metabolitos con un origen metabélico y grupo funcional comun,
se mantiene constante. Los aldehidos de cadena corta, provenientes de dcidos grasos, cis-
3-hexenal, hexanal, 4-pentenal, cis-2-hexenal, trans-2-hexenal, heptanal, trans-2-heptenal
y 2-octenal presentan notas sensoriales similares de tipo herbaceo, fresco, verde y tomate
inmaduro. Los derivados de carotenoides -damascenona, B-ionona, -ionona epéxido,
B-metil ionona y geranil acetona presentan notas de tipo frutal, tropical, dulce y floral. De
esta manera, a partir de los datos obtenidos puede decirse que diferentes familias de
COVs pueden otorgar a los frutos de tomate estudiados, caracteristicas sensoriales
especificas de la familia metabdlica, con uno u otro metabolito de origen y funcién
quimica similar.

En términos generales, se observé que la expresion de COVs con determinados
origenes y estructuras quimicas asociados al olor y sabor presenté una gran consistencia
y pudieron reconocerse diferentes metabolitos pertenecientes a una misma familia
metabdlica con impacto sobre las variables de interés en las distintas cosechas de tomate.

Por dltimo, debe tenerse en cuenta que el olor y sabor de este fruto esta
constituido por una compleja interaccién de compuestos quimicos volétiles y no volétiles
que resultan en diversas respuestas fisioldgicas que se unifican con un resultado sin
ambigiiedad: agradable o desagradable. El estudio llevado a cabo en este trabajo de
investigacion ha tratado de descifrar, en mayor énfasis sobre la porcion voldtil, las
interrelaciones de los compuestos voldtiles con el desarrollo del olor y sabor
caracterfstico de esta importante especie comestible.

Conclusiones

La informacién obtenida utilizando los andlisis de correlacion permitié
determinar asociaciones entre variables sensoriales, origenes metabdlicos y grupos
funcionales de los metabolitos volatiles presentes en el perfil de COVs del fruto del
tomate.

El andlisis de correlacién entre las variables sensoriales demostré asociacion entre
el olor y el sabor, como asi también entre el sabor y la dulzura. Estas asociaciones
revelaron que el incremento en alguna de estas caracteristicas tiene un efecto que
potencia en igual sentido la otra caracteristica sensorial relacionada.

Las familias metabdlicas que presentaron asociaciones significativas con el olor
caracterfistico fueron los dcidos grasos en forma negativa y los carotenoides en forma
positiva. En cuanto a la dulzura fueron los terpenoides los que presentaron una relacién
en forma positiva con esta importante variable sensorial.

Los grupos funcionales con mayor relevancia presentaron para el olor
caracteristico fueron los aldehidos en forma negativa, por el contrario las cetonas y
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ésteres se correlacionaron en forma positiva. En cuanto a los alcoholes, estos
demostraron su influencia con correlaciones positivas sobre el incremento del olor
caracteristico, la dulzura y la acidez.

El andlisis de correlacién entre las variables sensoriales y los COVs discriminados
por el grupo funcional y origen metabdlico presenté un mayor ntiimero de asociaciones
que los andlisis por origen metabdlico o por grupo funcional en forma individual. Los
aldehidos y ésteres provenientes de dcidos grasos se relacionaron en forma negativa con
el olor y la dulzura, por el contrario los alcoholes de este mismo origen lo hicieron en
forma positiva. Los aldehidos de terpenos mostraron relaciones positivas con el olor,
sabor y dulzura, mientras que los alcoholes terpénicos sélo se relacionaron en forma
positiva con la dulzura. Ademas, las cetonas volatiles de todos los origenes metabdlicos
presentaron una tendencia a asociarse en forma positiva contribuyendo al olor
caracteristico del fruto.

Los COVs que presentaron las caracteristicas de origen metabdlico y grupo
funcional ligados al olor y sabor incluyeron 20 metabolitos diferentes que coincidieron
con los candidatos volatiles expuestos en el Capitulo V. Los metabolitos volatiles
descriptos, pertenecen a una familia metabdlica definida con notas sensoriales comunes
que se expresaron en los distintos frutos en forma alternada en las cosechas. Los
diferentes grupos de COVs, a pesar de poseer ligeros cambios estructurales, tendrian la
capacidad de aportar un impacto organoléptico especifico, dependiente de la familia
metabdlica, a partir de diferentes metabolitos expresados en forma variable en los frutos
de las distintas cosechas de tomate.

El estudio de los datos de COVs en base a la discriminacién por origen metabdlico
y grupos funcionales propuesto en este trabajo de investigacién, es una novedosa
estrategia de andlisis para correlacionar los metabolitos volatiles con las propiedades
organolépticas del fruto del tomate. Los resultados presentados en este trabajo, no sélo
aportan en el conocimiento de la quimica que influye en el olor del fruto de tomate, sino
que contribuye a identificar las vias metabdlicas y etapas de sintesis, por ejemplo
incorporaciéon de grupo funcionales, que dan origen a los COVs de impacto. Un
importante desafio biotecnolégico para los mejoradores de este cultivo es identificar los
puntos metabdlicos regulatorios que permitan incrementar o balancear los COVs que
aportan en mayor proporcién el buen aroma y sabor del fruto en detrimento de aquellos
que influyen negativamente.
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Conclusiones Generales

En el transcurso de esta tesis se estudiaron diferentes aspectos ligados a los frutos
del tomate, S. Iycopersicum. Se abordaron estudios basados en la informacién sensorial
como asi también un andlisis metabolémico de la porcién volétil de variedades criollas,
autéctonas del noroeste argentino, que conforman un banco de germoplasma nacional de
esta importante especie agronémica.

El presente trabajo de investigacion se focaliz6 en determinar compuestos
organicos volétiles presentes en diferentes variedades criollas de tomate que tuvieran
influencia en el desarrollo de las buenas caracteristicas sensoriales del fruto. Las
variedades estudiadas no habian sido caracterizadas metabdlicamente, en su porcién
volétil, en anteriores estudios. Este trabajo de investigacion conforma el primer reporte
sobre el andlisis de los compuestos orgdnicos volatiles de frutos pertenecientes al banco
de germoplasma nacional de la especie S. lycopersicum.

Inicialmente se desarroll6 una metodologia de trabajo que permitié extraer en
forma sencilla una gran cantidad de metabolitos volatiles presentes en la compleja matriz
de la muestra. El protocolo de trabajo establecido contempldé las necesidades de
conservacion de las muestras, priorizando maximizar el enorme abanico de metabolitos
volatiles extraibles en las determinaciones analiticas. Ademads fue posible obtener un
buen desempefio analitico optimizando todos los pardmetros criticos de la extracciéon de
forma tal que la variabilidad obtenida sea minima.

El disefio experimental logrado permitié determinar 101 compuestos orgéanicos
volétiles, de diferente origen metabdlico, presentes en 22 cultivares distribuidos en tres
cosechas de tomate. Muchos de estos metabolitos fueron coincidentes con estudios
previos, mientras que también fue posible identificar otros compuestos volétiles que no
habian sido asociados hasta la fecha a los perfiles metabélicos de la especie. Entre ellos
puede nombrase a p-metoxitolueno, 6xido gerdnico, 2-metil-3-fenil-1-propeno, 3-
metilheptil acetato, DMHEX: 3,6-dimetil-2, 3, 3a, 4, 5, 7a-hexahidrobenzofurano, dimetil
benzaldehido, 2-feniletil acetato, 2-undecanol, duraldehido, (3E)-4-metil-3-hepten-2-ona,
TRIMCICL: (1E)-1-(3,5,5-trimetil-2-ciclohexen-1-ilideno)-2-propanona, 2-metil-2-octen-4-
ona, verdil acetato, ar-himachalen-2-o0l, salicilato de propilo, salicilato de isoamilo, -
metil ionona, benzofenona, 8-pentadecanona, a-hexil cinamaldehido.

Los frutos sometidos a los paneles de degustacion en cada cosecha ofrecieron
resultados que fueron analizados mediante técnicas de andlisis multivariados. Estos
resultados permitieron determinar de forma sencilla y gréfica cuales variedades
presentaron los mejores y peores atributos sensoriales en cada una de las campafias de
cosecha.

El analisis metabolémico de los frutos de tomate permiti6 diferenciar
quimicamente, en base al contenido de metabolitos volatiles, las distintas variedades de
tomate incluidos dentro de cada cosecha. La clasificacion quimica y sensorial de los
cultivares de tomate presentaron, en forma general, una buena correlacién.

El anélisis basado en Redes Neuronales Artificiales permiti6 identificar una serie
de compuestos organicos voldtiles que se asociaron especificamente al olor y sabor del
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fruto del tomate. Esta metodologia presenté la ventaja de resaltar las variables
individuales que correlacionaron con el olor y sabor del fruto a partir de un gran
volumen de informacién tratado por diferentes analisis multivariados.

La comparacion de los resultados de las cosechas individuales de los afios 2009,
2010 y 2012 permiti6 detallar 15 metabolitos volétiles que no han sido, hasta el momento,
sefialados como potenciales contribuyentes activos al olor y sabor del tomate. Los nuevos
metabolitos postulados fueron 2-etil-1-hexanol, p-ment-1-en-9-al, DMHEX: 3,6-dimetil-2,
3, 3a, 4, 5, 7a-hexahidrobenzofurano, alcanfor, terpinoleno, 2-metilacetofenona, 1-fenil-1-
propanol, 6xido gerdnico, 2-dodecanona, decanal, p-metoxitolueno, 3-metilheptil acetato,
benzofenona, B-metil ionona, salicilato de propilo y salicilato de isoamilo. Ademas,
también fue posible distinguir 10 sefiales sin identificar que presentaron igual
comportamiento. Las sefiales sin identificar ligadas a las caracteristicas sensoriales fueron
UNK m/z 120, UNKm/z 95, UNKm/z 131, UNKm/z 119, UNK m/z 68, UNK m/z 55,
UNK m/z 57-2, UNK m/z 115, UNK m/z 43 y UNK m/z 93-2. Estas variables
metabdlicas pueden ser consideradas en un futuro proceso de mejoramiento como
potenciales marcadores de calidad sensorial en el fruto del tomate.

Un estudio mds generalizado sobre los metabolitos volétiles agrupados en
bloques de acuerdo a su origen metabdlico y grupo funcional permitié observar
correlaciones estadisticamente significativas con las distintas variables sensoriales de
mayor importancia. Estos andlisis permitieron evidenciar la influencia de los &cidos
grasos, los carotenoides y terpenos sobre el olor del fruto. Los grupos funcionales maés
involucrados en el olor del fruto resultaron los aldehidos de terpenos y 4cidos grasos, los
alcoholes de aminodcidos y las cetonas en general.

En forma mds especifica, fue posible destacar una serie de metabolitos que
cumplen con todos los requisitos metabdlicos y estructurales expuestos, asociados a las
caracteristicas ligadas al olor y sabor del tomate. Los metabolitos candidatos fueron 4-
pentenal, cis-3-hexenal, hexanal, cis-2-hexenal, trans-2-hexenal, heptanal, trans-2-
heptenal, 2-octenal, p-ment-1-en-al, lilial, 2-etil-1-hexanol, 2-nonen-1-o0l, f-damascenona,
geranil acetona, B-ionona, [-ionona epodxido, B-metil ionona, metil butanoato y
benzofenona. En las diferentes cosechas estos COVs se correlacionaron al olor y sabor
alternadamente. En un contexto menos especifico, la prevalencia de la expresién de una
familia metabodlica particular, aportando matices sensoriales comunes, fue mads
consistente que la correlacién especifica de los metabolitos candidatos repetidamente en
todas las cosechas analizadas.

Para concluir puede remarcarse que a lo largo de esta tesis, a partir de un extenso
paquete de informacién, conteniendo aproximadamente 14,200 datos, obtenido del
minucioso andlisis de las tres cosechas ensayadas, fue posible destacar una serie de
candidatos metabodlicos que han resultado ser los compuestos voldtiles con mayor
relacion sobre el olor y sabor del fruto del tomate. Esta breve, pero valiosa informacién
podra considerarse a futuro como punto de partida para eventuales investigaciones en
diferentes 4reas del conocimiento que involucren el estudio de este importante cultivo.

182



Presentaciones en Congresos y Reuniones Cientificas

Los avances de esta tesis doctoral dieron origen a diferentes presentaciones donde
los resultados alcanzados fueron expuestos en diferentes &mbitos académicos.

“"Metabolic Patterns for Quality Traits in Tomato Fruits™
Ester Marina Insani, Maria Fernanda Godoy, Pablo Cortina, Ramén Asfs,

Iris Peralta, Ana Santiago y Fernando Carrari.
Poster a presentar en la 12th European Nutrition Conference 2015, 13 al 26
de octubre de 2015 en Berlin, Alemania.

“Perfiles Metabdlicos como Herramientas para Determinar Rasgos de Calidad en Frutos
de Tomate™
Ester Marina Insani, Pablo Cortina, Ramoén Asis, Iris Peralta, Pablo Asprelli,

Mariana L6épez, Mariana Conte, Ana Santiago y Fernando Carrari.
Poster presentado en el 30* Congreso Argentino de Quimica 22 al 24 de octubre
de 2014 en Buenos Aires, Argentina.

“Andlisis de Redes Neuronales Artificiales dirigido al estudio del aroma y sabor en el
fruto del tomate”.

Pablo Cortina, Ramoén Asis, Ana Santiago.

Poster presentado en el Simposio Nacional de Quimica Organica (SINAQO),
16 al 19 de noviembre de 2013 en Mar del Plata, Buenos Aires, Argentina.

"Determinacion de metabolitos voldtiles asociados al aroma y sabor en frutos de tomate
por cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas con un analizador de
trampa de iones”

Pablo Cortina, Ramoén Asis, Ana Santiago.

Poster presentado en el Primer Congreso Argentino de Espectrometria de
Masas (CAEM), 11 al 13 de noviembre de 2012 en la ciudad de Los Cocos,
Coérdoba, Argentina.

Mencién Especial obtenida en la categoria mejor poster presentado en el
congreso.

"Determinacion de Metabolitos Voldtiles Asociados al Aroma y Sabor en Frutos de
Tomate”
Pablo Cortina, Virginia Molineri, Ramoén Asis, Ana Santiago.

Exposicion oral presentada en las Segundas Jornadas de Estudiantes
Investigadores de la UNC, "Construccién y Difusion de Conocimientos desde la
Universidad Publica”, 11 al 12 de octubre de 2012 en Ciudad Universitaria,
Universidad Nacional de Cérdoba, Cérdoba, Argentina.
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" Andlisis de metabolitos voldtiles de diversas variedades de tomate involucrados en el
aroma del fruto”

Pablo R. Cortina, Ramoén Asis, Ana N. Santiago.

Poster presentado en el Simposio Nacional de Quimica Orgénica (SINAQO),
13 al 16 de noviembre de 2011 en Villa Carlos Paz, Cérdoba, Argentina.

"Desarrollo de un método para determinar metabolitos voldtiles del fruto del tomate por
HS-SPME-GC/MS

Pablo R. Cortina, Ramoén Asis, Ana N. Santiago.

Poster presentado en el Congreso Argentino de Quimica 13 al 16 de septiembre
de 2010 en la Universidad Nacional de Lants, Buenos Aires, Argentina.

Trabajos Cientificos

Organoleptic Properties and Metabolic Profiling of Andean Tomato Fruits.
P. Cortina, M. D"Angelo, M. Sance, I. Peralta, A. Santiago, R. Asis and E. Valle.
Manuscrito en redaccién.

A new Approach on the Analysis of Flavor in Andean Tomato Landraces.
P. Cortina, R. Asis, M. Sance, 1. Peralta and A. Santiago
Manuscrito en redaccién.

Influence of Metabolic Origin Compound and their Functional Group in
Tomato Flavor of Andean Landraces.

P. Cortina, A. Santiago, M. Sance, I. Peralta and R. Asis.

Manuscrito en redaccién.
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