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RESUMEN

El sabor y el aroma del tomate son el resultado de las interacciones
que se establecen, principalmente, entre sus azucares, acidos organicos,
aminoacidos libres, minerales y compuestos volatiles, jugando estos
ultimos un papel muy relevante en la apreciacion sensorial final. Una parte
de estos compuestos se encuentran en forma libre, constituyendo la
fraccion volatil libre (FVL) pero otra parte se encuentra en forma glicosilada
y los componentes que la forman no pueden ser percibidos por los
receptores olfativos, constituyendo la denominada fraccion volatil
glicosilada (FG). Los precursores glicosilados constituyen, por tanto, una
fuente potencial para incrementar el aroma final si se consigue la hidrdlisis
de los enlaces glicosidicos y la consiguiente liberacion de los aglicones. El
objetivo de este estudio fue determinar la composicion de ambas
fracciones en el tomate para, seguidamente, evaluar la capacidad de
determinadas actividades glicosidicas para liberar los compuestos volatiles
que se encuentran en forma glicosilada.

Se ha caracterizado el perfil aromatico de cinco variedades de
tomate. Los resultados han mostrado una gran influencia de la variedad
sobre la composicion tanto de la FVL como de la FG del tomate,
estableciéndose el potencial de esta ultima para incrementar los
compuestos volatiles libres. Se ha estudiado la influencia de la maduracién
en el perfil aromatico del tomate, observandose que los componentes de la
FVL y de la FG tienden, en general, a aumentar sus concentraciones a
medida que avanza la maduracién del fruto, aunque con relevantes
excepciones. Este estudio avala la posibilidad, propuesta por otros autores,
de utilizar el perfil aromatico del tomate como una herramienta para la
identificacion de las variedades.

Se han producido extractos enriquecidos en distintos enzimas
glicosidicos de origen fungico. La incubacion de zumo de tomate en
presencia de estos enzimas, de forma individual o combinada, ha

demostrado su capacidad para liberar varios de los aglicones



particularmente relevantes en el aroma del tomate de acuerdo con la
bibliografia. A partir de extractos de la FG del tomate y su incubacién con
los enzimas glicosidicos o sus combinaciones, se han determinado los
compuestos volatiles y los azucares liberados. Los resultados indican que
en la composicién de los glicésidos del tomate participan los azucares
glucosa, xilosa, ramnosa, y arabinosa, y entre los aglicones volatiles se
encuentran aldehidos, alcoholes, y terpenos. La cantidad de ramnosa
detectada asi como el papel relevante de la ramnosidasa en el aumento de
compuestos volatiles del zumo de tomate, sugiere la abundancia de
glicésidos de este azucar. Estos resultados pueden suponer un punto de

partida para abordar la mejora biotecnolégica del aroma del tomate.



RESUM

El sabor i 'aroma de la tomaca son el resultat de les interaccions que
s'establixen, principalment, entre els seus sucres, acids organics,
aminoacids lliures, minerals i compostos volatils, jugant estos ultims un
paper molt rellevant en l'apreciacid sensorial final. Una part d'estos
compostos es troben en forma lliure, constituint la fraccié volatil lliure (FVL)
perd una altra part es troba en forma de glicésids i els components que la
formen no poden ser percebuts pels receptors olfactius, constituint la
denominada fraccié volatil glicosilada (FG). Els precursors glicosilats
constituixen, per tant, una font potencial per a incrementar I'aroma final si
s'aconseguix la hidrolisi dels enllagos glicosidicos i el conseguent
alliberament dels aglicons. L'objectiu d'este estudi va ser determinar la
composicié d'ambdds fraccions en la tomaca per a, a continuacio, avaluar
la capacitat de determinades activitats glicosidiques per a alliberar els
compostos volatils que es troben en forma de glicosids.

S'ha caracteritzat el perfil aromatic de cinc varietats de tomaca. Els
resultats han mostrat una gran influéncia de la varietat sobre la composicié
tant de la FVL com de la FG de la tomaca, establint-se el potencial d'esta
ultima per a incrementar els compostos volatils lliures. S'ha estudiat la
influéncia de la maduracié en el perfil aromatic de la tomaca, observant-se
que els components de la FVL i de la FG tendixen, en general, a
augmentar les seues concentracions a mesura que avanga la maduracio
del fruit, encara que amb rellevants excepcions. Este estudi avala la
possibilitat, proposta per altres autors, d'utilitzar el perfil aromatic de la
tomaca com una ferramenta per a la identificacié de les varietats.

S'han produit extractes enriquits en distints enzims glicosidics
d'origen fungic. La incubacié de suc de tomaca en preséncia d'estos
enzims, de forma individual o combinada, ha demostrat la seua capacitat
per a alliberar alguns dels aglicons particularment rellevants en I'aroma de
la tomaca d'acord amb la bibliografia. A partir d'extractes de la FG de la

tomaca i la seua incubaci6 amb els enzims glicosidicos o les seues



combinacions, s'han determinat els compostos volatils i els sucres
alliberats. Els resultats indiquen que en la composicio dels glicosids de la
tomaca participen els sucres glucosa, xilosa, ramnosa, i arabinosa, i entre
els aglicons volatils es troben aldehids, alcohols, i terpens. La quantitat de
ramnosa detectada aixi com el paper rellevant de la ramnosidasa en
I'augment de compostos volatils del suc de tomaca, suggerix I'abundancia
de glicosids d'aquest sucre. Estos resultats poden suposar un punt de

partida per a abordar la millora biotecnologica de I'aroma de la tomaca.



SUMMARY

The tomato taste and aroma is the result of the interactions
established, mainly, between its sugars, organic acids, free amino acids,
minerals, and volatile compounds, the latest playing a relevant role in the
final sensory appreciation. A part of these volatile compounds are found in
free forms, forming the free volatile fraction (FVF), but another part is found
in glycosidically bound forms and its constituents can not be perceived by
the olfactory receptors, constituting the named volatile glycosidically bound
fraction (GBF). The glycosidically bound precursors, therefore, make up a
potential source to increase the final aroma if the hydrolysis of the
glycosidic linkage and the consequent release of aglycons are achieved.
The aim of this work was to determine the composition of both fractions in
the tomato to, next, evaluate the ability of certain glycosidic activities to
release the volatile compounds from their respective glycosidic precursors.

The aromatic profile of five cultivars has been characterised. The
results have shown a strong influence of the cultivar on the composition of
the FVF event of the GBF of the tomato, establishing the potential of the
latest to increase free volatile compounds. The influence of fruits
maturation on the aromatic profile of the tomato have been studied,
observing that the dominant trend of the FVL and GBF components was, in
general, to increase its concentration as the fruit maturation move, although
with relevant exceptions. This study supports the possibility, reported by
other authors, of using the aroma profile of the tomato as a tool for cultivar
identification.

Extracts enriched in different glycosidic enzymes of fungal origin have
been produced. The incubation of the tomato juice added with these
enzymes, individually or in combinations, has demonstrated its ability to
release several of the particularly relevant aglycons for the tomato aroma
according to the literature. From extracts of the GBF of the tomato and its
incubation with glycosidic enzymes or its combinations, the volatile

compounds and sugar units released were determined. The results show



that the tomato glycosides composition involves the sugars glucose, xilosa,
rhamnose, and arabinose, and the volatile aglycons aldehydes, alcohols,
and terpenes. The quantity of rhamnose detected and the relevant role of
the rhamnosidase in the enhancement of volatile compounds of the tomato
juice, suggest the abundance of glycosides of this sugar. These results can
be the starting point in order to address the biotechnological improvement

of the tomato aroma.
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1. Generalidades sobre el tomate

El tomate (Solanum lycopersicum L.) pertenece a la familia de las
Solanaceas y, como otras especies de esta misma familia (patata,
pimiento, berenjena, tabaco, etc.), es oriunda de las zonas templadas de
América, concretamente de la region andina que se extiende desde el sur
de Colombia al norte de Chile, aunque parece que fue en México donde se
domesticéd. Fue introducida en Europa en el siglo XVI como planta
ornamental y su cultivo se inici6 en 1880 en Inglaterra

(http://www.infoagro.com/hortalizas/tomate.htm). Actualmente, el tomate es

la hortaliza mas consumida a nivel mundial, tanto en fresco como en
conserva, Yy la de mayor valor econémico. El gran éxito del tomate radica
en que es una hortaliza que ha alcanzado una extensa variedad de tipos, y
en que posee excelentes cualidades para integrarse en la preparacion de
infinidad de alimentos, ya sean cocinados o crudos

(http://www.siea.sagarpa.gob.mx/InfOMer/analisis/antomate.html).

En el contexto mundial, el cultivo del tomate representa el 16,3% de
la produccion total de hortalizas, y el 9,6% del area total dedicada a la
produccion horticola (FAO-FAOSTAT, 2006). A nivel nacional, el tomate es
un producto basico del sector horticola espanol, ocupa el 18% de la
superficie de cultivo del sector y aporta el 37% del valor de la produccién
horticola nacional. En Espafia es tan importante la utilizacion del producto
en fresco, 50% de la produccion dedicada al mercado nacional en 2005,
como su caracter de materia prima industrial, al que se destina un 48% de
la produccion (Anuario de estadistica agroalimentaria M.A.P.A, 2006).

El tomate contiene importantes metabolitos para la nutricién y la
salud humana. Destaca su alto contenido en antioxidantes como la
provitamina A (B-caroteno), las vitaminas C y E, y especialmente el

licopeno (Canene-Adams et al.,, 2005), que es ademas el pigmento
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responsable del color rojo brillante del fruto (Lewinsohn et al., 2005a).
Evidencias experimentales y epidemiolégicas han asociado el elevado
consumo de tomate, y por tanto de licopeno, con una disminucion del
riesgo de padecer enfermedades cronicas, como el cancer y las
enfermedades cardiovasculares (Weisburger, 1999).

La situacion actual del mercado del tomate, y en general de muchas
hortalizas, es de una fuerte competencia. Dada la gran importancia
econdmica del cultivo del tomate, tradicionalmente, se han dedicado
importantes recursos a investigar la obtencién de nuevas variedades que
den una mejor respuesta a las exigencias agronémicas (rendimiento,
resistencia a plagas y enfermedades, produccion de frutos
partenocarpicos, resistencia a la salinidad, etc.), y comerciales
(uniformidad de color, tamario, y forma, ausencia de defectos externos,
firmeza, “larga-vida”, etc.) (de Prado Ruiz-Santaella, 2002). Sin embargo,
se han descuidado los aspectos relacionados con su calida nutricional y
organoléptica.

El concepto de calidad de un alimento esta intimamente ligado a la
percepcion que de él tiene el consumidor, y a sus preferencias. La
percepciéon de un alimento se basa en la aplicacién de los 5 sentidos
(gusto, vista, olfato, oido, y tacto), por eso la maquina mas precisa para
medirla es el propio ser humano, aunque la percepcién de cada individuo
dependera de su propia sensibilidad al estimulo recibido (Plotto et al.,
2006). Por otro lado, las preferencias por un tipo de alimento determinado
son muy variadas y cambian en funcion del pais, tipo de poblacion,
factores socio-econémicos, uso al que se destina el alimento, etc. (Ruiz et
al., 2005). Por ejemplo, los japoneses y chinos gustan de tomates con baja
acidez porque los suelen consumir como fruta, pero en la mayoria de
paises tropicales, donde los tomates se usan cocinados, se acepta una

alta acidez (de Prado Ruiz-Santaella, 2002). Aunque en un primer
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momento la decisién de compra por parte del consumidor esta altamente
condicionada por la apariencia externa del producto (Serrano-Megias vy
Lopez-Nicolas, 2006), la posterior frecuencia e intensidad de compra
dependen ampliamente de las propiedades sensoriales, especialmente del
flavor y de la textura (Baldwin y Scott, 2002). El flavor del tomate se puede
dividir a través de una serie de descriptores en dos grandes grupos: el de
los atributos a tierra, a cerrado, a la planta, a verde, y el de los atributos
frutales, florales, tropicales, a tomate maduro, y dulce. Siendo los atributos
a tierra, a ambiente cerrado, a la planta, y a verde los mas frecuentes entre
las variedades de tomate comerciales (Baldwin y Scott, 2002; Baldwin et
al., 2004). En las ultimas décadas, el creciente descontento del consumidor
hacia los tomates que encuentra en el mercado, carentes del flavor
caracteristico de este fruto, y el hecho de que esté dispuesto a pagar un
valor afadido por un producto que cumpla con sus expectativas (Bruhn et
al., 1991), han impulsado los trabajos dirigidos a mejorar el flavor del

tomate, y en particular su aroma.
2. El concepto de flavor

2.1. Definicién y percepcion

El flavor es la respuesta integrada a la compleja mezcla de estimulos
que un individuo percibe durante la ingesta de un alimento, resultado de la
interaccion de los compuestos quimicos del alimento con los receptores del
gusto (sabor), trigeminales (dolor), y olfativos (olor y aroma) (Fisher y
Scott, 2000). Tanto el gusto como las sensaciones trigeminales son
consecuencia de interacciones con moléculas polares, solubles en agua, y
no volatiles. Los compuestos volatiles se unen a los receptores olfativos de
forma analoga a la union que se establece entre enzima y sustrato. La
interaccion puede ser via nasal directa (olor) o retronasal, desde la boca

(aroma), desencadenando las sensaciones olorosas (Figura 3). El olfato es
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el mas sensible de los 5 sentidos, superando incluso a los actuales
instrumentos analiticos. Puede detectar compuestos volatiles a una
concentracién del orden de partes por trilldon, mientras que la lengua solo
detecta partes por cien (Baldwin et al., 2000; Fisher y Scott, 2000).

Centro del olfato y del gusto

Seiial de olor

Via nasal

Deteccion de olores

Bulbo olfatorio Nervio olfatorio
Via retronasal

\ Seiial de sabor

Areas del sabor de la lengua

Dulce Salado Acido Amargo

Figura 1. Esquema de las vias de percepcioén del flavor a través de nariz y boca.

La respuesta integrada que da el cerebro a los estimulos del flavor
hace dificil atribuir a cada uno de ellos su importancia relativa. Sin
embargo, aunque los sabores juegan un papel muy importante, sin olvidar
el de la textura, son los aromas los que marcan las diferencias
fundamentales que permiten distinguir entre los distintos alimentos (Leland,
1997). Por ejemplo, cuando se elimina temporalmente el sentido del olfato

es muy dificil distinguir entre cebollas y peras (Fisher y Scott, 2000).
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Para que contribuyan a la percepcién del flavor, las moléculas deben
ser primero liberadas desde los alimentos. Este proceso es especialmente
limitante en el caso de los aromas, y en él intervienen distintos factores. En
primer lugar, es importante si las moléculas se encuentran libres o
conjugadas con alguna otra molécula, por ejemplo glicosiladas, asi como
su propia volatilidad (Williams, 1993; Baldwin et al., 2000). Por otro lado,
en la emisiéon de compuestos volatiles desde los alimentos son decisivos
tanto los factores humanos como los que dependen del propio alimento
(Brauss et al., 1998). Entre los factores humanos se encuentran los habitos
de masticacion, y la cantidad y composicion de la saliva. Los principales
factores derivados de la naturaleza del alimento son su composicion y
estructura (Leland, 1997). En efecto, recientes estudios han puesto de
manifiesto que la estructura o matriz del alimento afecta a la liberacién de
ciertos compuestos volatiles, reteniéndolos en el alimento (Bezman et al.,
2003; Plotto et al., 2004). En cuanto a la composicion, las interacciones
entre los componentes volatiles y no volatiles de los alimentos han sido
ampliamente descritas en trabajos previos. La formacion de uniones entre
ciertos compuestos volatiles y lipidos, proteinas, o carbohidratos, reduce la
tasa de liberacion de los primeros (Godshall, 1997; Rogacheva et al., 1999;
Hansson et al., 2002). En algunos casos las pequefias moléculas de
azucares simples y los acidos pueden adsorber compuestos volatiles
disminuyendo su liberacion, mientras que en otros casos se ha descrito
que favorecen el paso de ciertos compuestos volatiles a la fase gaseosa
(“salting-out effect’), desde la que seran percibidos (Nahon et al., 1998).
Por otro lado, los fenoles, compuestos abundantes en las plantas y
presentes en alimentos de origen vegetal como zumos de frutas o vino,
interactuan inter- e intramolecularmente con ciertos compuestos volatiles
reduciendo su tasa de liberacion (Vasserot et al., 1995; Jung et al., 2000).

Todas estas interacciones dependen de la estructura del compuesto y su



Introduccién

intensidad es funcion de la hidrofobicidad y de los coeficientes de particion
y difusién, asi como de las propiedades reolégicas de la fase acuosa del
alimento. Finalmente, en la bibliografia se han descrito mdultiples
interacciones, tanto de antagonismo como de sinergismo, entre los
distintos compuestos volatiles de mezclas complejas, que caracterizan el

aroma del alimento (Lawless, 1986; Brossard et al., 2007).

2.2. El aroma, componente fundamental del flavor de los alimentos

Mientras que el sabor caracteristico de los alimentos normalmente se
relaciona con una sola clase de compuestos, un abrumador niumero de
compuestos volatiles pertenecientes a distintas familias de la quimica
organica han sido identificados en los alimentos, aunque no todos
contribuyen a la percepcion del flavor (McGorrin, 2002). Entre ellos se
encuentran hidrocarburos (terpenos -limoneno), compuestos con uno o
varios grupos funcionales (alcoholes -linalol-, aldehidos —benzaldehido-,
cetonas -B-ionona-, ésteres -acetato de butilo-, lactonas -4-decandlido-,
oxidos de éter -cineol), diversos heterociclos (fenoles -4-vinilfenol,
furaneol), compuestos azufrados (disulfuro de metilo), etc. En general, los
aromas solo representan una infima parte del alimento. Su concentraciéon
en carnes, frutas, y verduras oscila en torno a las 50 partes por millén
(ppm). Mientras que su presencia en hierbas aromaticas y especias es
mayor, oscilando entre el 0.1 y el 1 %, y entre el 1 y el 20 % del producto,
respectivamente (Richard, 1992).

En general, es una mezcla de compuestos volatiles, mas o menos
compleja, la que caracteriza el flavor final de los alimentos (Leland, 1997;
Fisher y Scott, 2000; Baldwin, 2004). En esa mezcla no todos los
compuestos juegan el mismo papel. Existen aromas primarios que definen
olores individuales al unirse a un unico receptor olfativo. Son como letras

de un alfabeto, y combinados pueden definir otro aroma, por ejemplo el
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salicilato de metilo. Los aromas secundarios son como silabas, y se unen a
mas de un receptor olfativo (Baldwin et al., 2000). En la percepcién del
flavor de un alimento se distinguen igualmente notas principales y notas de
fondo. Las notas principales son aportadas generalmente por compuestos
de bajo peso molecular y alta volatilidad, termolabiles y polares, que se
perciben en primer lugar. Mientras que las notas de fondo corresponden a
moléculas volatiles de bajo peso molecular, termoestables, y apolares, que
ejercen un efecto mas sutil que las notas principales sobre el flavor final de
un alimento (Baldwin, 2004).

Multiples esfuerzos se han dedicado a intentar elucidar la importancia
relativa que cada compuesto ejerce en el flavor global de los alimentos.
Para este propdsito se revela especialmente util el logaritmo de las
unidades de olor de un compuesto (LogU). La unidad de olor (U) fue
definida por Guadagni et al. (1966) como la concentracién de cada
compuesto en el alimento dividido por su umbral de percepcion,
generalmente calculado en agua. Valores de LogU positivos corresponden
a compuestos que se encuentran en el alimento a una concentracién por
encima de su umbral de percepcion, y por tanto se considera que
contribuyen claramente en la percepcién final del flavor del alimento.
Mientras que los compuestos con valores de LogU negativos, 0 no
contribuyen, o quiza lo hacen de manera mucho mas sutil (Buttery et al.,
1988b; Buttery, 1993). Aunque de gran utilidad practica, el LogU es una
simplificacién de un sistema complejo y como tal encierra ciertas
limitaciones. A la hora de otorgar la importancia relativa a un compuesto, el
LogU no considera el efecto de retencion que ejerce la propia matriz del
alimento, ni las interacciones que se establecen entre los componentes
volatiles y no volatiles de los alimentos. Se trata de un parametro
estrictamente analitico que tampoco refleja el cambio en la calidad del olor

de un compuesto volatil con su concentracion, absoluta o relativa (Fisher y
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Scott, 2000). Tampoco tiene en cuenta las mudltiples interacciones, de
antagonismo o sinergismo, que pueden surgir entre los distintos
compuestos volatiles de mezclas complejas (Lawless, 1986; Brossard et
al.,, 2007). Por ejemplo, en el té verde de jazmin ha sido descrito
recientemente el importante papel que juegan los compuestos volatiles que
se encuentran por debajo de su umbral de percepcion gracias al
sinergismo que entre ellos se establece, incluyendo el cis-3-hexenol (Ito y

Kubota, 2005), compuesto también presente en el tomate.

2.3. Métodos de analisis

El analisis del flavor y de la calidad de los alimentos se puede llevar a
cabo mediante técnicas analiticas y sensoriales. Ambas aproximaciones
son complementarias y su integracion nos ofrece una informacién mas
completa del flavor. Los métodos analiticos estan basados en las
propiedades quimico-fisicas del alimento e informan aisladamente acerca
de sus diferentes constituyentes. La evaluacion sensorial consiste en
evaluar del alimento todo lo que se puede percibir por los sentidos, y en
determinar su aceptacion por parte del consumidor, utilizando como
instrumento de medicién al ser humano (Costell y Duran, 1981; Costell,
1983).

Se habla de tres grandes grupos de analisis sensorial, descriptivo,
discriminativo, y del consumidor (Parolari, 1996). El analisis descriptivo
consiste en la descripcion y medicion de las propiedades sensoriales de un
producto. Requiere de un panel de degustadores, llamados jueces, bien
entrenado. El analisis discriminativo es utilizado para comprobar si hay
diferencias entre productos. Se emplean como minimo 20 6 25 personas,
dependiendo del tipo de ensayo, aunque no requieren un gran
entrenamiento. Por ultimo, en el analisis del consumidor, o test hedénico,

se trabaja con al menos 80 evaluadores no entrenados, y la pregunta es si
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les agrada o no el producto (Wittig de Penna, 2001). Los métodos de
evaluacién sensorial tienen limitaciones. Implican el uso de técnicas
especificas perfectamente estandarizadas, con el objeto de disminuir la
subjetividad en las respuestas y permitir su reproducibilidad, y se requiere
de mucho tiempo y material para llegar a resultados validos.

La nariz electronica (NE) es una tecnologia de aparicién reciente que
intenta imitar a la nariz humana, y resulta un excelente complemento para
el analisis sensorial. Se trata de un instrumento de olfato artificial que
permite distinguir y reconocer aromas utilizando sensores de gas, aunque
no determina la composicion de dicho aroma (Gardner y Bartlett, 1999).
Los estudios realizados hasta el momento han demostrado su gran
aplicabilidad en el campo del control rutinario de la calidad de los alimentos
(Berna et al., 2004; Hernandez-Gomez et al., 2006). En los ultimos afios,
ha aparecido en el mercado un nuevo tipo de NE basado en la
espectrometria de masas de espacio de cabeza (MS-HS), mediante la cual
se consigue obtener un espectro mas completo que equivaldria a un
multisensor (Berna et al., 2005a; Berna et al., 2005b).

En cuanto a los métodos analiticos, su validez depende
enormemente de las fases iniciales de manejo y preparacion de las
muestras, asi como de las técnicas de extraccién y separacion previas a
las determinaciones, durante las cuales los componentes del flavor pueden
sufrir cambios quimicos de distinta naturaleza (Werkhoff et al., 2002). Las
técnicas mas conocidas para la extraccion de compuestos organicos de
una muestra son “purge-trap” o métodos “head-space” para concentracion
de volatiles, y extraccidon liquido-liquido, extraccion en fase sodlida vy
extraccion por fluido supercritico para semi-volatiles o no volatiles (Fisher y
Scott, 2000). Estos métodos presentan varios inconvenientes, incluyendo
su alto costo y tiempos de preparacidén excesivos. La técnica de micro

extraccién en fase sdlida (SPME), cuya idoneidad para el analisis de
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alimentos ha sido demostrada en mudltiples trabajos previos (Ibafez et al.,
1998; Song et al., 1998; Volante et al.,, 2000; Riu-Aumatell et al., 2004;
Markovic et al., 2007), elimina la mayoria de estos inconvenientes (Beltran
et al.,, 2006). La SPME no requiere solventes o aparatos complicados, y
puede concentrar compuestos volatiles y no volatiles, en muestras liquidas
o gaseosas (Yang y Peppard, 1994).

Entre los métodos analiticos mas habituales en el andlisis de
alimentos destaca el cromatografico. La cromatografia incluye una gran
diversidad de técnicas de separacion basadas en el reparto o distribucion
de una muestra (soluto) entre una fase movil y otra fija o estacionaria. En
general, los compuestos volatiles del flavor se analizan por cromatografia
gaseosa (GC) (Lamparsky, 1992b) y los que no son volatiles por
cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) (Morin y Richard, 1992).
Los alimentos son sistemas tan complejos que suele ser necesaria una
pre-separacion, acoplando mas de una de estas técnicas en un mismo
analisis (Fisher y Scott, 2000).

La ultima fase del andlisis es la identificacion y cuantificacion. Las
siguientes técnicas acopladas permiten la identificacion y cuantificacion de
los componentes del flavor y de sus estructuras quimicas: cromatografia
de gases acoplada a espectrometria de masas (GC-MS) (Bricout, 1992),
cromatografia liquida de alta resolucién acoplada a espectrometria de
masas (HPLC-MS), cromatografia de gases acoplada a espectroscopia de
infrarrojos por transformada de Fourier (GC-FTIR) (Paul, 1992), y
resonancia magnética nuclear (NMR) (Lamparsky, 1992a). Otras técnicas
como la cromatografia de gases con deteccién olfatimétrica (GC-O) han
permitido cuantificar los componentes volatiles y, ademas, identificar
aquellos que aportan alguna nota aromatica al alimento en cuestidon
(Buttery, 1993; Imre, 2002). Es decir, la GC-O podria considerarse un

punto intermedio entre el analisis sensorial y las técnicas cromatograficas.
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A pesar de los enormes avances conseguidos en las ultimas décadas, las
técnicas cromatograficas siguen adoleciendo de una falta de rapidez
analitica (menor por la reciente aparicion de los sistemas de cromatografia
ultrarapida), de un alto coste, y de la necesidad de personal cualificado.
Uno de los grandes retos que plantea actualmente la investigacion
sobre el flavor de los alimentos es establecer la relacion entre las medidas
analiticas y los analisis sensoriales, pues hacerlo proporcionaria
herramientas cuantitativas concretas para mejorar la calidad de los
alimentos. La quimiometria utiliza métodos estadisticos multivariantes para
determinar la correlacion entre el analisis sensorial y el instrumental.
Algunas de estas técnicas, como el analisis de compuestos principales
(PCA), el analisis de conglomerados o cluster, y el discriminante (DA),
reducen el numero de variables. Otras sirven para clasificar muestras por
comparacion con otras conocidas previamente, como el analisis del vecino
mas proximo; las técnicas del andlisis clique y de la escala
multidimensional, pueden sugerir categorias cuando éstas son
desconocidas de antemano; y el andlisis factorial, puede proporcionar
claves de las variables desconocidas (Dijksterhuis, 1997; Fisher y Scott,
2000). Aunque muchos esfuerzos se estan dirigiendo en establecer la
relacion entre las medidas analiticas y los analisis sensoriales los

resultados obtenidos hasta el momento en alimentos son sélo indicativos.

2.4. El flavor del tomate

El caracteristico flavor del tomate es fruto de las interacciones que se
establecen entre los azucares reductores (principalmente fructosa, vy
también glucosa), los acidos libres (principalmente citrico, y también
malico), los aminodacidos libres (principalmente acido glutamico, y también
acido aspartico), los minerales (principalmente fosfato y potasio), y los

cientos de compuestos volatiles presentes en este fruto. Algunos autores
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han otorgado mayor importancia relativa a los azucares y acidos (Stevens
et al., 1979; Jones y Scott, 1984; Malundo et al., 1995), y otros a los
compuestos volatiles (Buttery et al., 1987; Krumbein y Auerswald, 1998;
Brauss et al., 1998; Berna et al., 2005b). En general, se ha constatado que
los tomates mas dulces son mejor aceptados, siempre que se encuentren
dentro de un nivel de acidez 6ptimo (Malundo et al., 1995) y que existe una
alta correlacion entre el perfil aromatico del tomate y la aceptabilidad por
parte del consumidor (Berna et al., 2005b). Aminoacidos y minerales
ejercen una contribucion mas sutil sobre el flavor. Los aminoacidos pueden
realzar el sabor y tener un efecto tampén (Bucheli et al., 1999), mientras
que los minerales ejercen un efecto tampdn, e influyen fundamentalmente
sobre el pH y la acidez titulable (TA) del tomate.

A pesar de que el tomate ha sido objeto de numerosos estudios,
tanto analiticos como sensoriales, actualmente no se dispone de una
definicion exacta y cuantificable del que seria su flavor tipico o deseable
(Bucheli et al., 1999; Baldwin et al., 2000). Esta situacién es reflejo de las
dificultades que entrafia el estudio del flavor de los alimentos, y en
particular del tomate. Uno de los factores que aumenta la variabilidad de
los datos publicados sobre el flavor del tomate es que la naturaleza de su
matriz disminuye la concentracion de varios compuestos aromaticos
detectados en el espacio de cabeza (Bezman et al., 2003). Ademas, la
percepcién de las moléculas volatiles varia no sélo con la concentracion
relativa (Tadmor et al., 2002) sino también con el medio de evaluacion. En
efecto, el umbral de percepcion de los compuestos volatiles en un triturado
de tomate es mayor que el calculado en agua, incluso cambian los
descriptores sensoriales (Tandon et al., 2000). Por otro lado, establecer la
relacidon entre los datos instrumentales y sensoriales del tomate es todavia
hoy una de las asignaturas pendientes del estudio del flavor (Watada y
Aulenbach, 1979; Abegaz et al., 2000; Tandon et al., 2003; Thybo et al.,

12
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2005; Serrano-Megias y Lopez-Nicolas, 2006). Los ensayos analiticos se
pueden realizar sobre muestras representativas de tomates de una misma
variedad, sin embargo, los consumidores juzgan la calidad de frutos
individuales, entre los que existe una gran variabilidad (Brauss et al.,
1998). Asi mismo, las preferencias de los consumidores por unos atributos
sensoriales determinados también varian con el segmento de la poblacién
y el area geografica consideradas (Ruiz et al., 2005). Distintos trabajos han
relacionado ciertos compuestos volatiles con atributos sensoriales del
tomate (Krumbein y Auerswald, 1998; Tandon et al., 2003; Baldwin et al.,
2004; Abegaz et al., 2004; Krumbein et al., 2004). Sin embargo, estos
resultados son solo orientativos, y las distintas recomendaciones que de
ellos se derivan para mejorar el flavor del tomate son, a veces,
contradictorias. Por ejemplo, los analisis quimicos y las técnicas
sensoriales descriptivas aplicadas sobre lineas comerciales de tomate han
mostrado como un incremento de compuestos que aporten notas florales
(6-metil-5-heptén-2-ona y  B-ionona), frutales (cis-3-hexenal vy
geranilacetona), y frescas (3-metilbutanol y 1-penten-3-ona) o una
disminucion de compuestos que aporten sensacidén de estancamiento o de
ambiente viciado (hexanal, trans-2-hexenal y 3-metilbutanal), de acre o
picante (2-isobutiltiazol), y de alcohol (2-feniletanol), seria beneficiosa para
el flavor global del tomate (Tandon et al., 2000). Estos resultados no estan
de acuerdo con el aumento del nivel de aldehidos C6 (hexanal, trans-2-
hexenal y 3-metilbutanal) sugerido por Wang et al. (1996) y por Gray et al.
(1999) para mejorar el flavor. Recientemente se ha definido un tomate con
pleno flavor como aquel con un alto nivel de azucares y sélidos solubles,
un menor nivel de acidos organicos, y un nivel medio-alto, aunque sobre
todo equilibrado, de hexanal, cis-3-hexenal, 2- y 3- metil-1-butanol, trans-2-
hexenal, cis-3-hexen-1-ol, geranilacetona, p-ionona, y 1-penten-3-ona

(Tandon et al., 2003). Est'os resultados apoyan las indicaciones sugeridas
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previamente por Malundo et al. (1995), por Baldwin y Scott (2002), y por
Baldwin et al. (1998). Otro de los factores que complica la investigacion
sobre el flavor del tomate es la falta de una mejor comprension sobre las
interacciones que se establecen entre sus componentes. Se ha constatado
que la concentracion de ciertos compuestos volatiles en el alimento influye
sobre la percepcién dulce o amarga del mismo. Los compuestos que
aportan notas “florales” o “frutales”, como las cetonas, aumentan la
sensacion de dulzor del tomate sin aumentar su contenido en azucares;
mientras que algunos de los compuestos asociados con notas “verdes”,
como los aldehidos C6, aumentan la sensacion de amargor (Baldwin et al.,
1998; Baldwin et al., 2004). No sdélo los compuestos volatiles pueden
afectar la percepcion del sabor dulce o amargo, los azucares también
influyen sobre la percepcion global del aroma. Baldwin y Thompson (2000),
constataron que el aumento de azucares, especialmente de sacarosa y
fructosa, se traducia, a partir de una cierta concentracion, en una
disminucion de la percepcién del aroma global.

Los factores que influyen sobre el flavor del tomate son bien
conocidos (Baldwin et al., 2000; Thybo et al., 2005), sin embargo, su efecto
y modo de accidon sobre los componentes del flavor no han sido todavia
descritos. Sobre el flavor del tomate influye la variedad (Stevens, 1972;
Stevens et al., 1977; Stevens et al., 1979; Baldwin et al., 1991a; Baldwin et
al., 1991b; Langlois et al., 1996; Brauss et al., 1998; Berna et al., 2004;
Ruiz et al., 2005; Carbonell-Barrachina et al., 2006), el clima durante el
cultivo, el estado de maduracién del fruto (Baldwin et al., 1991b; Buttery,
1993; White, 2002; Tieman et al., 2006; Prasanna et al.,, 2007), las
practicas culturales (Dalal et al., 1967; Besford y Hobson, 1975; Wright y
Harris, 1985; Thybo et al., 2006), y el manejo postcosecha (Kader et al.,
1978; Buttery et al., 1987; Buttery, 1993; Servili et al., 2000; Krumbein et

al., 2004). Entre estos factores, la falta de madurez en el momento de la
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recoleccion (Kader et al., 1977; Watada y Aulenbach, 1979; Buttery et al.,
1987; Maul et al., 1998; Yilmaz et al., 2002b), la baja temperatura de
almacenamiento (Stern et al., 1994; McDonald et al., 1999), y el pobre
potencial genético de las variedades comerciales (Baldwin et al., 1991a;
Baldwin et al.,, 2000), se consideran las principales causas de la baja
calidad organoléptica que presentan actualmente los tomates comerciales
(Baldwin y Scott, 2002).

3. Los compuestos volatiles en el reino vegetal

En la bibliografia existen multiples evidencias de las distintas y
diversas funciones que cumple la emisidon de compuestos volatiles por
parte de las plantas, si bien, todavia no se dispone de suficiente
informaciéon para comprender toda su complejidad. Por un lado, los
compuestos volatiles juegan un papel fundamental en las interacciones
ecologicas (Piechulla y Pott, 2003), y en diversos procesos fisioldgicos
(Pichersky y Gershenzon, 2002), como sugirié el descubrimiento de la
emision del etileno en la primera mitad del siglo XX. Por otro lado, los
compuestos volatiles determinan el aroma y, por tanto, son esenciales en
la definicion de la calidad (Piechulla y Pott, 2003).

El perfil de compuestos volatiles emitidos por las plantas cambia
cualitativa y cuantitativamente ante situaciones de estrés bidtico y abidtico
(Paré y Tumlinson, 1997), y también en funcién del estado de desarrollo de
la planta y de la hora del dia (Dudareva et al., 2000). Se han descrito
compuestos volatiles implicados en la polinizacién que atraen, dirigen, y
seleccionan el tipo de polinizador (Dudareva et al., 2004). Igualmente se ha
comprobado la existencia de compuestos volatiles que participan en los
mecanismos de defensa directa de la planta con su actividad
antimicrobiana, como por ejemplo el geraniol y el linalol (Pattnaik et al.,

1997), y antiherbivora (Kessler y Baldwin, 2001), repeliendo o intoxicando
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al agresor. Otros participan en las estrategias de defensa indirecta. Por
ejemplo, existen plantas que tras haber sufrido dafios por un depredador
emiten compuestos volatiles que repelen a los herbivoros o que atraen a
sus enemigos (Pichersky y Gershenzon, 2002). La comunicacion planta-
planta a través de la emision de compuestos volatiles también aparece
documentada en la bibliografia (Baldwin et al., 2006). Por ejemplo, se han
encontrado plantas que sintetizan y almacenan sustancias de defensa
cuando son expuestas a los compuestos volatiles emitidos por otras
plantas atacadas por herbivoros, como lo es el salicilato de metilo (Dicke y
Bruin, 2001). Recientemente, también se ha demostrado que la emision de
compuestos volatiles guia a las plantas parasitas hacia las hospedadoras
(Runyon et al., 2006).

3.1. Perfil de compuestos volatiles en tomate

El aroma del tomate, como el de otros muchos alimentos de origen
vegetal, es el resultado de una compleja combinacion de compuestos
volatiles. Entre ellos se encuentran aldehidos, alcoholes, cetonas, ésteres,
lactosas, terpenos, hidrocarburos, acidos carboxilicos, sulfuros, o
compuestos nitrogenados (Buttery et al., 1971). Estos compuestos se
forman tanto en el fruto intacto durante la maduracién, como al proceder a
la ruptura de los tejidos celulares (Kazeniac y Hall, 1970). Al romper los
tejidos se permite la uniébn entre enzimas y sustratos, previamente
compartimentalizados en el fruto, y se aumenta el contacto con el oxigeno
(Buttery, 1993). Se ha observado que tras proceder a la ruptura de tejidos
celulares algunos compuestos como el trans-2-pentenal y el geranial,
aparecen por primera vez; otros, como el cis-3-hexenal, trans-2-hexenal,
trans-2-heptenal, y 1-pentén-3-ona, aumentan su concentracion; y otros,
como el 3-metil-1-butanol, pentanol, 6-metil-5-heptén-2-ona, o 2-

feniletanol, no experimentan cambios significativos (Baldwin et al., 2000).
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Los mayores niveles de compuestos volatiles en tomate se concentran en
la pulpa y en la piel, en el fluido se han encontrado pequefias cantidades
de cis-3-hexenal, mientras que las semillas no aportan cantidades
significativas (Buttery et al., 1988a). Generalmente, las concentraciones de
los compuestos volatiles en tomate, aumentan con la maduracion,
alcanzando su maximo en el estado pintébn o maduro (Baldwin et al.,
1991b; Buttery, 1993). McGlasson et al. (1987) encontraron que los
mutantes de tomate que no maduran, nory rin, eran deficitarios en ciertos
compuestos con olor intenso como hexanal, 3-metilbutanol, hexanol, 2-
isobutiltiazol, etc. En efecto, en la bibliografia se ha descrito que la sintesis
de muchos de los compuestos volatiles derivados de la degradacion de los
lipidos, como son aldehidos y alcoholes, es dependiente del proceso de
maduracion en tomate (Yilmaz et al., 2002a). Todos los compuestos no
aumentan con la maduracion. Por ejemplo, en la bibliografia se ha descrito
la disminucion del salicilato de metilo durante la maduracién del tomate,
siendo un compuesto propio de los estados inmaduros (Gao et al., 2007).
Aunque mas de 400 compuestos volatiles han sido identificados en el
tomate y sus derivados (para revision ver Servili et al., 2000), s6lo 30 han
sido detectados a una concentracion superior a 1 parte por billon (ppb) en
el fruto. Buttery (1993) calculé sus LogU, y obtuvo valores de LogU
positivos para 16 de estos compuestos (Tabla 1), por lo que se considera
que contribuyen significativamente en el flavor del tomate. Los compuestos
con LogU negativos pueden participar también en el flavor final del tomate,
pero lo harian de manera mas sutil, como notas de fondo. Ademas, Buttery
(1993) consiguié reproducir de manera aproximada el aroma del tomate
maduro troceado a partir de una combinacion de 10 de estos compuestos,
a la concentracion adecuada, en agua (Tabla 1). Los resultados obtenidos
por Buttery insinuaron que un compuesto no tiene que ser necesariamente

abundante para ejercer un impacto en el flavor del tomate, pues su
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participacion en el flavor no es sélo funcion de su concentracién absoluta
sino también de su umbral de percepcion. Es el caso de la B-ionona, un
compuesto presente a una de las mas bajas concentraciones en tomate

pero con el segundo mayor valor de LogU.

Tabla 1. Concentracion de los compuestos volatiles presentes en tomate a una
concentracion > 10'3ppm, y su LogU. En negrita y entre paréntesis la concentracién en agua
de los 10 compuestos cuya mezcla reproduce de forma aproximada el aroma del tomate
fresco maduro troceado, segun Buttery (1993).

Compuestos volatiles Conc. (ppm) LogU
cis -3-hexanal 12.00 (3.500) 3.700
B-lonona 0.004 (0.010) 2.800
Hexanal 3.100 (0.600) 2.800
B-Damascenona 0.001 2.700
1-Pentén-3-ona 0.520 (0.200) 2.700
2+3-Metilbutanal 0.027 (0.200) 2.100
trans -2-hexenal 0.270 (0.160) 1.200
2-Isobutiltiazol 0.036 (0.010) 1.000
1-Nitro-2-feniletano 0.017 0.9
trans-2-heptenal 0.06 0.7
Fenilacetaldehido 0.015 0.6
6-Metil-5-heptén-2-ona 0.130 (0.100) 0.4
cis -3-hexenol 0.150 (1.500) 0.3
2-Feniletanol 1.900 0.3
3-Metilbutanol 0.38 0.2
Salicilato de metilo 0.048 (0.050) 0.08
Geranilacetona 0.057 -0.02
B-Ciclocitral 0.003 -0.2
1-Nitro-3-metil-butano 0.059 -04
Geranial 0.012 -0.4
Linalol 0.002 -0.5
1-Pentén-3-ol 0.1 -0.6
trans -2-pentenal 0.14 -1.000
Neral 0.002 -1.200
Pentanol 0.12 -1.500
Pseudo-ionona 0.01 -1.900
Isobutil cianuro 0.013 -1.900
Hexanol 0.007 -1.900
Epoxi-B-ionona 0.001 -2.000

Tabla adaptada de Buttery (1993)
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3.2. Rutas generales de biosintesis de compuestos volatiles en

tomate

Es importante diferenciar los mecanismos de biosintesis de
compuestos volatiles de los mecanismos de emision, pues cada uno de
estos procesos tiene su propia dinamica (Pefuelas y Llusia, 2001). Las
investigaciones a nivel bioquimico han permitido establecer que los
compuestos volatiles son sintetizados en los tejidos desde los que son
emitidos. La biosintesis de compuestos volatiles en los frutos tiene lugar en
diferentes compartimentos celulares, tales como los cloroplastos, los
cromoplastos, o el citosol (Dudareva et al., 2000). En el reino vegetal los
compuestos volatiles son considerados metabolitos secundarios, aunque
generalmente sus precursores son compuestos del metabolismo primario
(Pichersky et al., 2006). Los componentes volatiles del tomate, tanto en
hojas y tallos como en frutos, son sintetizados a partir de una diversa gama
de precursores que incluyen lipidos, aminoacidos, carotenoides,
terpenoides, y lignina (Baldwin et al., 2000). Aunque muchos compuestos
volatiles han sido identificados como componentes importantes del flavor
en frutas y vegetales, los enzimas y genes que controlan su produccién y
su patrén de herencia apenas han sido estudiados y, por tanto, el
conocimiento sobre sus rutas de biosintesis es limitado. Profundizar en el
estudio de estas rutas se revela fundamental para avanzar en la mejora del
flavor de estos frutos (Yilmaz, 2001).

Los componentes volatiles del tomate se clasifican en 6 grupos en
funcion de su biosintesis: derivados de lipidos, asociados a la ruta de los
terpenoides, derivados de carotenoides, formados a partir de amino acidos,
relacionados con la ruta del acido shikimico, y otros (Yilmaz, 2001).

Se ha observado que hay compuestos que se sintetizan a través de
la degradacion enzimatica de los lipidos cuando se produce la ruptura de

tejidos celulares (Baldwin et al., 2000), siendo su nivel en el fruto intacto
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nulo o minimo (Riley y Thompson, 1998). Es el caso, por ejemplo, de los
aldehidos C6 (hexanal y cis-3-hexenal), responsables de la nota “verde” en
el aroma del tomate. Hexanal y cis-3-hexenal se forman, respectivamente,
a partir de los acidos linoleico y linolénico, tras la accion de una
lipoxigenasa (LOX) seguida de una hidroperdxido liasa (HPL). Hexanal y
cis-3-hexenal pueden ser entonces reducidos a sus correspondientes
alcoholes, hexanol y cis-3-hexenol, respectivamente, por la accion de una
alcohol deshidrogenasa (ADH) (Galliard et al., 1977). Por otro lado, la
inestabilidad del cis-3-hexenal ha sido descrita en numerosos trabajos
(Buttery et al., 1987; Buttery et al., 1988a), y en especial su amplia
isomerizacion a trans-2-hexenal (Galliard et al., 1977; Buttery, 1993; Riley
y Thompson, 1998; Gray et al., 1999).

Hasta el momento sélo se ha identificado un terpenoide volatil en
tomate, el a-copaeno, y ademas sélo en frutos verdes (Baldwin et al.,
2000). Sin embargo, importantes compuestos volatiles en tomate, como el
linalol, se forman a partir de la ruta de los terpenoides (Figura 2). La ruta
basica de biosintesis de terpenoides se puede resumir en 3 etapas
(Mahmoud y Croteau, 2002). En primer lugar se forman los terpenos
(compuestos formados por unidades de isopreno de 5 carbonos), por la via
del mevalonato (MEV) que tiene lugar en el citoplasma a partir de acetil-
CoA, o a través de la ruta del metileritritol fosfato (MEP) que tiene lugar en
los cloroplastos o cromoplastos a partir de piruvato y gliceraldehido-3-
fosfato. A continuacién, 2 6 3 unidades de terpenos se condensan para
formar otras de 10 & 15 carbonos, reaccion catalizada por
preniltransferasas de cadena corta. Finalmente, la accién de las terpeno
sintasas da lugar a la conversién de estas moléculas en monoterpenos y
sesquiterpenos.

Por otro lado, diferentes trabajos han confirmado la formacién de

norisoprenoides como la 6-metil-5-heptén-2-ona y la B-ionona, y de
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monoterpenos como el citral, a partir de la degradacion de carotenoides
como el B-caroteno y el licopeno, respectivamente (Stevens, 1970; Simkin
et al., 2004; Lewinsohn et al., 2005b). Estas reacciones tienen lugar sélo
en el fruto, y en algunos casos dependen de la ruptura de tejidos celulares
(Baldwin et al., 2000). Sin embargo, la naturaleza bioquimica de estos
mecanismos de oxidacién degradativa (enzimatica o no), y los enzimas y
genes que en ella intervienen deben ser revisados en cada caso particular
(Lewinsohn et al., 2005a).

Ruta del Metileritritol
Fosfato

Ruta del
Mevalonato

oo . —_— s
Isopropenil pirofosfato Dimetilalil pirofosfato
A —
PP DMAPP
IPP Isomerasa
C )\/\ /&/\ > Hemiterpenos
5
OPP oPP

=T L

[ o)
" w
-
’J\/u,oeuam
i =)

O /J\./\/L\/\/L/“"'” >
Sesquiterpenos

e meeoun

Triterpenos

Tetraterpenos

Figura 2. Ruta de biosintesis de los terpenoides.

Otros compuestos se originan a partir de aminoacidos que pueden

ser transformados en alcoholes y posteriormente en ésteres, a través de
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diferentes etapas que incluyen desaminacion, descarboxilacion, reduccion,
y esterificacion (Crouzett, 1992). Algunos de los aminoacidos precursores
de compuestos volatiles en tomate son la alanina (acetaldehido), leucina
(3-metil-1-butanol), isoleucina (2-metil-1-butanol), valina (1-nitro-2-
metilpropano), y la fenilalanina (2-feniletanol) (Baldwin et al., 2000). El
tomate contiene compuestos nitrogenados inusuales (1-nitro-2-feniletano,
1-nitro-2-metilpropano, 1-nitro-3-metilbutano) que no se encuentran en
otras frutas o verduras, pero si en ciertas flores. Se ha sugerido que estos
compuestos pueden formarse en el fruto via la fenilalanina, quiza con la
mediacion de algun sistema enzimatico (Buttery, 1993).

Otros compuestos volatiles como el eugenol, bencilaldehido, 2-
feniletanol, y guaiacol son derivados de la ruta del acido shikimico. Esta
ruta conduce a la formacién de lignina, cumarina, taninos, fenoles, y
fenilpropanoides/bencenoides, a partir de los cuales se producen
alcoholes, aldehidos, y ésteres (Dudareva et al., 2004; Pichersky et al.,
2006).

Por otro lado, la hidrdlisis quimica o enzimatica de los glicdsidos,
moléculas en las cuales un azucar se une a otro compuesto de diferente
naturaleza quimica mediante un enlace O-glicosidico, puede dar lugar
directamente a compuestos volatiles (linalol, a-terpineol, 2-feniletanol,
furaneol, etc), y también a compuestos hidréfilos de baja volatilidad, a
menudo polihidroxilados. La hidrélisis de estos compuestos puede, a su
vez, dar lugar a alcoholes, a partir de los cuales pueden formarse
aldehidos como el 3-metilbutanal o el fenilacetaldehido (Williams, 1993;
Baldwin et al., 2000).
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3.3. Efecto del etileno en la biosintesis de compuestos volatiles en

tomate

La maduracién es un fendmeno complejo, altamente coordinado,
genéticamente programado, e irreversible que implica grandes cambios
fisioldgicos, bioquimicos, y organolépticos que confieren al fruto su
pigmentacion, textura, aroma, flavor, y calidad nutricional (Prasanna et al.,
2007).

El tomate es un fruto climatérico, de manera que al inicio de la
maduraciéon experimenta un incremento brusco de la respiracion y de la
produccion de etileno (pico climatérico), que desciende posteriormente. El
efecto del etileno sobre los componentes del flavor del tomate, y en
particular sobre las principales rutas de biosintesis de los compuestos
volatiles, ha sido abordado desde distintas aproximaciones (uso de
inhibidores de su biosintesis o de su accidén, aplicaciones exogenas,
desarrollo de plantas transgénicas con la biosintesis de etileno alterada), y
se ha observado que, si bien en ciertos casos existe una clara implicacién
del etileno, también existen actividades enzimaticas o rutas de biosintesis
independientes de esta fitohormona (White, 2002; Zhu et al., 2005).
Sirviéndose de la ingenieria genética, Gao et al. (2007) han descrito que
en tomate el metabolismo de los azucares es independiente del etileno,
mientras que el de los acidos citrico y malico esta regulado por etileno.
Ademas, sugirieron que como el etileno afecta a los aminoacidos
precursores de compuestos volatiles, excepto en el caso de la alanina,
también afectaria a los compuestos volatiles derivados de estos
aminoacidos. Su trabajo demostré que el etileno regula la produccion de
algunos de los aldehidos y alcoholes derivados de la degradacién
enzimatica de los lipidos (hexanal, hexanol, trans-2-heptenal, cis-3-
hexenol), pero no la del cis-3-hexenal y trans-2-hexenal, asi como la de

algunos de los compuestos volatiles derivados de la degradacion de
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carotenoides (6-metil-5-heptén-2-ona y 6-metil-5-heptén-2-ol), pero no la
de la B-damascenona y p-ionona. Ademas, pusieron de manifiesto la
compleja relacion que parece existir entre el 2-feniletanol, el linalol, el
salicilato de metilo, el eugenol, y el etileno.

Las actividades lipoxigenasa (LOX) y alcohol deshidrogenasa (ADH)
son esenciales en la biosintesis de importantes compuestos volatiles en
tomate (Yilmaz et al., 2001; Yilmaz et al., 2002b). Se ha descrito que los
genes que codifican las LOX del tomate (Tomlox) son regulados
diferencialmente por el etileno, ejerciendo cada uno una funcion especifica,
entre las que se sugiere la biosintesis de compuestos volatiles, por lo que
el etileno estaria jugando un importante papel en la biosintesis de algunos
de los compuestos volatiles derivados de esta ruta (Griffiths et al., 1999),
como confirmaron mas tarde Gao et al. (2007). En tomate se han
identificado diferentes ADHs, siendo ADH2 la isoforma que se acumula
durante la maduracion del fruto. Aunque su actividad no esta regulada por
etileno, sino por el estrés de bajo oxigeno (Alexander y Grierson, 2002;
Zhu et al., 2005).

La bibliografia sobre la maduraciéon de los frutos y el etileno es
extensa. La ruta de biosintesis del etileno ha sido perfectamente elucidada
en diversos frutos, entre ellos el tomate (Prasanna et al., 2007). Sin
embargo, todavia no se ha podido establecer un cuadro completo del
efecto del etileno en la biosintesis de compuestos volatiles en los frutos.
Ha sido el gran desarrollo conseguido durante la ultima década en el area
de la biologia molecular el que ha permitido avanzar en la comprension de
los mecanismos de percepcion y transduccién de la sefial del etileno por
parte de las plantas, y en el conocimiento de los genes implicados en la
biosintesis de esta fitohormona (Theologis, 1992; Bleecker y Schaller,
1996; White, 2002; Soares-Chaves y de Mello-Farias, 2006).

24



Introduccién

4. Precursores de compuestos volatiles en productos vegetales: los

glicosidos

La existencia de precursores de compuestos volatiles glicosilados en
productos vegetales ha sido ampliamente descrita, encontrandose a
niveles significativos, incluso superiores a los de sus correspondientes
formas libres (Krammer et al., 1991; Williams, 1993; Baek y Cadwallader,
1999). La cantidad de precursores de compuestos volatiles glicosilados en
frutos y plantas puede diferir en funcion de la variedad, del clima, del tipo
de suelo, del estado de maduracion, o del tipo de tejido considerado
(Aubert et al., 2003; Lalel et al., 2003; Cabaroglu et al., 2003; Osorio et al.,
2003; Pogorzelski y Wilkowska, 2007). No existen datos disponibles en la
bibliografia sobre la localizacion subcelular de los precursores glicosilados
en las plantas, si bien, se ha sugerido que podrian acumularse
principalmente en vacuolas (Sarry y Glnata, 2004). Su funcién biolégica en
las plantas es todavia objeto de debate (Raguso y Pichersky, 1999),
existen evidencias de que algunos glicésidos precursores de compuestos
volatiles podrian intervenir en la defensa contra herbivoros (Mattiacci et al.,
1995), o en el ftransporte de moléculas hidréfobas, como los
monoterpenoles, a través de las membranas celulares (Vasserot et al.,
1995).

4.1. Composicion quimica de los glicésidos

La mayoria de los precursores de compuestos volatiles identificados
hasta el momento son glicésidos, principalmente del tipo O-f-D-glucésidos
y O-diglicésidos (Figura 1). La estructura general de un O-p-D-glucésido es
una unidad glucopiranosil unida a través de un enlace B-1,4-glicosidico a
un aglicén, el cual puede ser un monoterpeno (geraniol, nerol, linalol, etc),
un norisoprenoide C11/C13 (B-damascenona, B-ionona, etc), un derivado

de benceno (bencil alcohol, 2-feniletil alcohol, etc) o un alcohol lineal
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(hexanol, etc.). En el caso de un O-diglicésido, otro monosacarido (o-L-
arabinofuranosa, a-L-arabinopiranosa, a-L-ramnopiranosa, B-D-
glucopiranosa, p-D-apiofuranosa, pB-D-xilopiranosa) se une a la unidad de
glucosa (Williams, 1993; Sarry y Gunata, 2004).

A
HOCH, o o Monoterpenos Derivados de benceno
OH
H,OH
R |
OH CH,
a-L-arabinofuranosil o-L- arablnoplranosn 0 |
o o o—A Linalol Bencil alcohol
HO o o
CH,
C11/C13-Norisoprenoides
CH,OH OH\OH P
H=CHCOCH,
OH  OH OH OH OH
L-ramnopiranosil o-L-apiofuranosil
o P i Unidad glucopiranosil
o .
o— B-ionona
OH OH= Alcohol lineal
HO _D-glucésid cohol linea
B-D-glucosido \/\/\/OH
OH

Hexanol
B-D-xilopiranosil

Figura 3. Estructura de los precursores de compuestos volatiles glicosilados.

4.2. Hidrélisis enzimatica de los glicésidos

Durante las dos ultimas décadas, un creciente numero de estudios
ha demostrado que los glicosidos representan una reserva natural de
aroma aun por explotar en tomate (Buttery et al., 1990a; Marlatt et al.,
1992; Buttery, 1993; Krammer et al., 1994), y en gran variedad de frutas,
frescas o procesadas (Sakho et al., 1997; Parada et al., 2000; Boulanger y
Crouzet, 2001; Aubert et al., 2003; Lalel et al., 2003; Osorio et al., 2003),
asi como en uva y vino (Williams, 1993; Baek y Cadwallader, 1999;
Genovés et al., 2003; Sarry y Gunata, 2004), en flores y plantas, y en sus
derivados (Loughrin et al., 1992; Straubinger et al., 1998; Watanabe et al.,
2001; Wang et al., 2001; Nonier et al.,, 2005). La hidrolisis de los

precursores glicosilados, ya sea acida o enzimatica, libera los aglicones
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volatiles modificando el flavor (Williams, 1993). La hidrdlisis enzimatica
esta catalizada por glicosidasas. Se trata de un amplio grupo de enzimas
de gran importancia biologica, biomédica e industrial, entre las que
destacan las B-glucosidasas. Las B-glucosidasas se encuentran tanto en
las propias plantas como producidas por microorganismos, principalmente
levaduras y hongos filamentosos (Pogorzelski y Wilkowska, 2007). Aunque
las actividades glicosidicas endégenas aumentan en los frutos durante el
proceso de maduracién, por el momento no existen evidencias de su
relacion con la hidrdlisis de los precursores de compuestos volatiles
glicosilados (Sarry y Gunata, 2004). En efecto, para que esta hidrolisis se
produzca debe superarse primero la compartimentacion que existe en las
células entre los enzimas glicosidicos y los sustratos o glicosidos. Como
ocurre, por ejemplo, con la aparicion del aroma “floral” del té durante el
proceso de manufactura (Wang et al., 2001).

Las B-glucosidasas, hidrolizan los O-B-D-glucésidos actuando sobre
el enlace B-glicosidico que se establece entre la unidad glucopiranosil y el

aglicon (Figura 4).

HIDROLISIS DE UN DIGLICOSIDO EN 2 PASOS (1+2)
Exoglicosidasa

1 7 Monosacarido (R) + glucosa + aglicon volatil (A)
r'y B-Glucosidasa HIDROLISIS DE UN MONOGLICOSIDO R=0H (2)
R CH, 2 .~ — > Glucosa + aglicon volatil (A)
O—A
OR\OH HIDROLISIS DE UN DIGLICOSIDO EN 1 PASO
Diglicosidasa ———> Djsacarido + aglicon volatil (A)
OH

Figura 4. Esquema de la hidrolisis enzimatica de los precursores de compuestos volatiles
glicosilados.
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La hidrdlisis enzimatica de los diglicésidos puede realizarse en un
solo paso gracias a la accién de una diglicosidasa, liberando el aglicén y el
disacarido (Ogawa et al., 1997), o en dos (Figura 4). En este ultimo caso,
en un primer paso una exoglicosidasa, especifica para la unién entre los
azucares (a-arabinosidasa, a-ramnosidasa, B-apiosidasa, B-glucosidasa, -
xilosidasa), libera el monosacarido unido a la unidad de glucosa quedando
el B-D-glucésido. En un segundo paso es una B-glucosidasa la que libera
finalmente el aglicon y la unidad de glucosa correspondiente (Glnata et al.,
1988; Sarry y Glnata, 2004).

4.3 Los enzimas glicosidicos

La posibilidad de manipular la produccion de compuestos volatiles en
productos vegetales ofrece sugerentes aplicaciones para la industria
agroalimentaria y de perfumes. Este hecho ha impulsado la caracterizacién
de las enzimas glicosidicas y la investigacion sobre su posible aplicacién
exogena a fin de mejorar el flavor de ciertos productos de origen vegetal
(Lecas et al., 1991; Williams, 1993; Kumar y Ramoén, 1996; Manzanares et
al., 2001; Mizutani et al., 2002; Wei et al., 2004; Tsuruhami et al., 2006).
Diferentes trabajos han constatado que la procedencia de la enzima
utilizada condiciona el patrén de aglicones liberados, y por tanto las
propiedades sensoriales del producto tras la hidrdlisis. Por ejemplo, las
glicosidasas de la familia Vitaceae, a la que pertenece la uva, son
incapaces de liberar el aglicon cuando se trata de un alcohol terciario
(linalol, 6xidos de linalol, a-terpineol), mientras que las glicosidasas de
especies flungicas, especialmente las de la especie Aspergillus niger, si
son capaces de liberarlo (Sarry y Glnata, 2004). Por otro lado, la
estructura del aglicén ejerce un gran efecto sobre la actividad de las j-
glucosidasas (Lecas et al., 1991), aunque no sobre las exoglicosidasas

(Sarry y Glnata, 2004). Por ejemplo, las B-glucosidasas extraidas de las
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almendras solo son activas en presencia de monoterpenil--D-glucésidos
(Vasserot et al., 1995). Otro de los factores que condiciona el éxito de la
aplicacion exogena de p-glucosidasas, ya sean de origen vegetal o
fungico, es su estabilidad a pHs acidos, como el de los zumos de frutas o
del mosto en fermentacion. Las exoglicosidasas y p-glucosidasa de A.
niger y la B-glucosidasa de Candida molischiana han mostrado una buena
estabilidad en el zumo de frutas, contrariamente a las enzimas obtenidas
de la uva y de Saccharomyces cerevisiae (Pogorzelski y Wilkowska, 2007).
Por otro lado, las B-glucosidasas fungicas, pero no las exoglicosidasas,
son inhibidas por glucosa, en menor o mayor grado dependiendo de su
origen (Sarry y Ginata, 2004). En general se han realizado pocos trabajos
centrados en la adicién de enzimas fungicas para incrementar el aroma en
el zumo de frutas, con la excepcion de la uva. A pesar de ello existen
evidencias del aumento significativo de los niveles de linalol, bencil alcohol,
y 2-feniletanol en el zumo de ciertas frutas (melocoton, cereza, fresas, fruta
de la pasién, naranja, manzana, y papaya) por la accion de la B-
glucosidasa de C. molischiana (Gueguen et al., 1996). La mayoria de las
aplicaciones de enzimas exdégenas para mejorar el aroma se han
desarrollado, y conseguido con éxito, en vino (Abbott et al., 1991; Francis
et al.,, 1992; Francis et al., 1998; Cabaroglu et al., 2003; Genovés et al.,
2003; Sanchez-Palomo et al., 2005; Gil et al., 2005). Los microorganismos,
y especialmente los hongos filamentosos, son productores de muchos
aditivos de uso en la industria agroalimentaria, destacando sobre todos
ellos los enzimas (Pszczola, 2001; Kirk et al., 2002; van Beilen y Li, 2002).
Actualmente existen en el mercado diferentes cocteles enzimaticos ricos
en actividades glicosidicas o preparados de B-glucosidasas procedentes
de levaduras u hongos filamentosos que han sido y siguen siendo
utilizados para mejorar el aroma en la industria vinicola (Sarry y Glnata,
2004).
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4.4 Métodos de analisis de los glicésidos

Las principales técnicas para concentrar y aislar la fraccién
glicosilada (FG) desde el extracto acuoso en el que se encuentra (zumo de
frutas, vino desalcoholizado, extracto de plantas) consisten en la retencién
selectiva de los glicésidos en adsorbentes hidrofébicos, no polares, como
son las resinas cromatograficas C18 en fase inversa (C18- RP) (Wang et
al., 1998) o la Amberlita XAD-2 (Ginata et al., 1988).

El analisis del concentrado de glicésidos asi obtenido se puede
abordar desde dos perspectivas. Una, analizando los compuestos volatiles
(aglicones) y los azucares liberados tras la hidrdlisis (acida o enzimatica)
de los glicosidos. Y otra, mas compleja, que consiste en analizar los
glicésidos individuales intactos. La mayoria de los trabajos cuantitativos
sobre los precursores de compuestos volatiles glicosilados realizados
hasta la fecha se han basado en el analisis de los aglicones pues los
patrones de referencia de los glicdsidos no se encuentran comerciales
(Sarry y Gunata, 2004). El analisis de los aglicones y de los azucares a
través de técnicas cromatograficas (cromatografia en capa fina —TLC-,
cromatografia liquida de alta resolucion —HPLC-, y cromatografia gaseosa
-GC) permite estimar el numero y el tipo de glicosidos precursores de
compuestos volatiles presentes en el concentrado (Williams, 1993). Por
otro lado, el analisis sensorial descriptivo puede sugerir la contribucién que
los aglicones liberados aportarian al producto original (Abbott et al., 1991).

El andlisis de los glicésidos intactos requiere una separacién previa
debido a la gran heterogeneidad de aglicones y azucares que los
constituyen (Straubinger et al., 1998; Parada et al., 2000; Morales et al.,
2000; Watanabe et al., 2001; Jiang et al., 2001). Algunas de las técnicas
utilizadas con este propédsito son la cromatografia en contra corriente
(CCC), la MLCCC (multilayer coil countercurrent chromatography), la

cromatografia liquida de alta resolucion preparativa (HPLC-preparativa), o
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la cromatografia de gota en contra corriente (DCCC). Para la identificacién
de los glicésidos se recurre a técnicas cromatograficas acopladas a
técnicas espectrales, entre las que se encuentran la cromatografia de
gases, la cromatografia liquida de alta resolucién, y el bombardeo por
atomo rapido, acopladas a espectrometria de masas (GC-MS, HPLC-MS,
FAB-MS, respectivamente), la cromatografia de gases acoplada a
espectroscopia de infrarrojos por transformada de Fourier (GC-FTIR), o la

resonancia magnética nuclear (NMR).

4.5. Precursores glicosilados en tomate

Las primeras evidencias sobre la presencia de precursores de
compuestos volatiles glicosilados en tomate surgieron al observar el
aumento en la concentracién de ciertos compuestos volatiles en la pasta
de tomate procesado (Buttery, 1993). Desde entonces, la mayoria de los
trabajos sobre los glicosidos en tomate se han basado, principalmente, en
el andlisis de los aglicones volatiles liberados tras su hidrolisis, ya fuera
acida (Buttery et al., 1990a) o enzimatica (Buttery et al., 1990a; Marlatt et
al., 1992). Sélo algunos trabajos han profundizado en el andlisis de los
glicésidos intactos. Por ejemplo, Krammer et al. (1994) aislaron e
identificaron el glucésido del furaneol, 2,5-dimetil-4-hidroxi-3(2H)-furanona,
en tomate. Aislar y elucidar las estructuras de los glicésidos en tomate
constituye todavia uno de los actuales retos en el area de la mejora de la
calidad organoléptica de estos frutos.

Buttery et al. (1990a) llevaron a cabo la hidrélisis de la fraccion
glicosilada del tomate, tanto acida (a distintos pHs 2, 3, 4.1, y 5) como
enzimatica (con una B-glucosidasa y con una pectinasa comerciales). La
hidrolisis enzimatica generdé un namero inferior de aglicones, y en menor
concentracién, que la acida. A partir de la hidrdlisis enzimatica se

identificaron benzaldehido, fenilacetaldehido, 2-feniletanol, 3-metilbutanol,
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y trans-2-hexenal. Los compuestos volatiles mayoritarios identificados tras
la hidrélisis acida, a los diferentes pHs ensayados, fueron el acido 3-
metilbutirico y la p-damascenona. En menor cantidad se identificaron
fenilacetaldehido, 2-feniletanol, linalol, hotrienol, o-terpineol, 6xidos de
linalol, 4-vinilguaiacol, 4-vinilfenol, benzaldehido, y “dihydroactinidiolide”,
asi como otros 15 posibles norisoprenoides C13 que no se pudieron
identificar. Poco después, Marlatt et al. (1992) hidrolizaron
enzimaticamente la FG del tomate con una B-glucosidasa de almendra y
con una pectinasa, ambas comerciales. Los compuestos volatiles
mayoritarios identificados en ese trabajo fueron 2-feniletanol, bencilalcohol,
acido benzoico, y varios derivados del acido shikimico (4-
hidroxibenzaldehido, eugenol, vanilina, etc.). Otros compuestos,
aromaticamente interesantes y reconocidos glicosidos en otras plantas y
frutos, fueron detectados a menor concentracién. Se trata de ciertos
monoterpenoles (linalol, a-terpineol, citronelol, nerol, o geraniol), de los
C13 norisoprenoides precursores de la p-damascenona (3-hidroxi-f-
damascenona, megastigma-5-en-7-ine-3,9-diol), y de otros acidos
alifaticos, aromaticos, y fendlicos (acido 3-metilbutirico, acido 2-
metilbutirico, acido hexanoico, acido p-cumarico, acido telurico, acido
cafeico, acido sinapico). Los aglicones identificados tras la hidrélisis
enzimatica en ambos trabajos fueron similares a los compuestos volatiles
glicosilados detectados en otras solanaceas (Suarez et al., 1991; Morales
et al,, 2000). Por otro lado, una parte importante de los aglicones
identificados en ambos trabajos (Buttery et al., 1990a; Marlatt et al., 1992)
habian sido descritos previamente como compuestos que contribuyen
significativamente en el flavor del tomate, confirmando el potencial de los
glicésidos como una reserva natural de aroma aun por explotar en estos
frutos (Williams, 1993; Sarry y Gulnata, 2004). Ensayos sensoriales se

revelan imprescindibles para determinar el efecto de la liberacion de estos
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aglicones sobre el aroma global del tomate (Marlatt et al., 1992; Williams,
1993; Baldwin et al., 2000; Sarry y Glinata, 2004).

5. Biotecnologia y mejora del flavor en el area de la Tecnologia de los

Alimentos

Los intentos de la genética clasica para mejorar el flavor de los
productos agricolas se han visto frustrados o limitados por el gran nimero
de genes que intervienen en la formacién del aroma, por la fuerte influencia
de las condiciones ambientales y de desarrollo que rodean al cultivo y al
manejo postcosecha, y por la falta de una metodologia coherente, simple,
y barata que permita asociar las preferencias del consumidor y las
propiedades quimicas de los alimentos (Lewinsohn et al., 2001). A pesar
de la complejidad del estudio del flavor, son muchos los esfuerzos
encaminados a incrementar y mejorar el perfil sensorial de los alimentos.
También es abundante el abanico de posibilidades y estrategias que la
biotecnologia actual nos permite abordar.

De particular relevancia, por el contenido de este trabajo, son las
estrategias encaminadas a la construccion de cepas fungicas (Pérez-
Gonzalez et al., 1998), cepas recombinantes de levadura (Sanchez-Torres
et al., 1996; Sanchez-Torres et al., 1998; Manzanares et al., 2003;
Genovés et al., 2003; Gil et al., 2005), o plantas transgénicas (Wang et al.,
1996; Davidovich-Rikanati et al., 2007), que sobre-expresen enzimas
especificos, y en concreto glicosidasas. Los enzimas vienen siendo usados
de forma empirica en el area de la Tecnologia de los Alimentos desde
hace siglos, si bien su uso racional se viene produciendo desde hace solo
tres décadas. La aplicacion de las técnicas de ingenieria genética en
microorganismos ha permitido, mediante técnicas de ingenieria metabdlica,
sobreproducir y/o producir especificamente muchos enzimas (Bruno-

Barcena et al., 2002; MacCabe et al., 2002). Por lo que se refiere a las
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glicosidasas, en la bibliografia se ha descrito como la expresion del gen
abfB que codifica la a-L-arabinofuranosidasa de A. niger (Sanchez-Torres
et al.,, 1996), la del gen bgin que codifica la p-glucosidasa de C.
molischiana (Sanchez-Torres et al., 1998), la del gen rhaA que codifica una
a-L-ramnosidasa de A. aculeatus (Manzanares et al., 2003), o la del gen
exg1 que codifica una exoglucanasa de S. cerevisiae (Gil et al., 2005),
enriquece la fraccion aromatica de los vinos al liberar varios alcoholes y
terpenos aromaticos presentes en el mosto en forma de precursores
glicosilados.

Investigaciones recientes en el campo de la biologia molecular han
aportado nueva informacion sobre las rutas de biosintesis de compuestos
volatiles en tomate gracias al aislamiento y caracterizacién de genes que
codifican algunas de las enzimas implicadas en su biosintesis, por ejemplo
de la alcohol deshidrogenada ADH (Speirs et al., 1998), de la lipoxigenasa
LOX (Ferrie et al., 1994), o de varias dioxigenasas (Simkin et al., 2004). En
tomate también se ha identificado un locus directamente implicado en la
biosintesis del 2-fenilacetaldehido y del 2-feniletanol (Tadmor et al., 2002).
Por otro lado, distintos trabajos han identificado ciertos marcadores
moleculares a través de los métodos para la deteccién y mapeo de QTLs
(loci de rasgos cuantitativos o cuantificables) relacionados con la calidad, y
en particular con el flavor del tomate (Fulton et al., 2002; Causse et al.,
2002; Tieman et al.,, 2006), que podran ser de gran utilidad en los
programas de obtencion de variedades organolépticamente superiores
(Foolad, 2007). Los avances de la ultima década en biologia molecular han
permitido igualmente desarrollar frutos de tomate transgénicos con el fin de
investigar distintos procesos de su metabolismo (Foolad, 2007). Por
ejemplo, el papel de las hidrolasas en la degradacion de la pared celular de
los frutos durante la maduracion (Kramer et al., 1992), el papel del etileno

en la maduracion y en la sintesis de compuestos volatiles (Oeller et al.,
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1991; Sozzi et al., 2002), la sintesis de pigmentos (Bird et al., 1991), o la
degradacion del almidén (Prasanna et al., 2007). Otras aproximaciones a
la manipulacién de la calidad y del flavor del tomate a través de la
ingenieria genética han sido, por un lado, el aumento del contenido de
carotenoides, B-caroteno (precursor de la vitamina A) y licopeno (Bramley,
2002), y por otro, el aumento del contenido de flavonoides antioxidantes,
quercetina y flavonol-glicésidos (Verhoeyen et al., 2002).

A pesar de que el tomate esta siendo utilizada como planta modelo
en biotecnologia por sus multiples caracteristicas favorables (Foolad,
2007), y de los grandes avances tecnoldgicos conseguidos en los ultimos
tiempos, todavia no tienen respuesta grandes preguntas como el numero y
efecto de los genes implicados en el control del flavor, la localizacion de

estos genes, o su funcién fisiolégica.
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OBJETIVOS

El objetivo global de este trabajo es profundizar en el conocimiento
de la composicion de la fraccién volatil del tomate, incidiendo en aspectos
como la variedad y el estado de maduracion, para poder conocer el
alcance de ciertos enzimas glicosidicos como herramientas utiles para el
incremento del aroma de este fruto o de sus derivados. Para la
consecucion de este objetivo general se abordaron los siguientes objetivos

particulares:

1. Caracterizar la fraccion volatil de 5 variedades de tomate en cuanto a
los componentes libres y glicosilados.

2. Determinar la evolucion de los componentes de la fraccion volatil a lo
largo del proceso de maduracion del fruto.

3. Evaluar la utilidad de adicionar individualmente enzimas con actividad
B-glucosidasa para lograr el incremento de compuestos volatiles libres
en el tomate.

4. Evaluar la utlidad de adicionar combinaciones de actividades
glicosidicas capaces de hidrolizar diglicosidos para lograr el incremento
de compuestos volatiles libres en el tomate.

5. Conseguir informacion sobre la composicion global de los glicésidos a
través del empleo de actividades glicosidicas especificas y el analisis

de los productos de la hidrdlisis.
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MATERIALES Y METODOS
1. Material biolégico y tratamientos previos.

1.1. Material vegetal

Las variedades de tomate (Solanum lycopersicum L.) p73, Jorge, y
Durinta fueron cultivadas en invernadero en el sureste de la costa espafola
(Murcia), en el Centro de Edafologia y Biologia aplicada del Segura
(CEBAS-CSIC). Las variedades Moneymaker (MM) y Raf también se
cultivaron en invernadero, en el este de la costa esparola (Valencia), en el
Instituto de Biologia Molecular y Celular de Plantas (IBMCP). La
recoleccion de los frutos se hizo manualmente y al azar, cosechando entre
10 y 12 frutos por planta. Las variedades p73, Jorge, y Durinta se
recolectaron en el momento del cambio de color o estado pintén (P). Y las
variedades MM y Raf se recolectaron en 3 estados de maduracion, en el
estado inmaduro o verde (V), en el momento del cambio de color o estado
pintén (P), y en el estado maduro (M), es decir, cuando la coloracién era
rojiza (Raf) o roja intensa (MM). Todos los frutos fueron transportados al
laboratorio en menos de 24h.

Una vez en el laboratorio los frutos se seleccionaron por uniformidad
de tamano y color, descartandose aquellos con defectos. Los frutos de las
variedades p73, Jorge, y Durinta fueron triturados manualmente con un
mortero, filtrados, y centrifugados 15 min a 3500 rpm. Los frutos de las
variedades MM y Raf fueron triturados con una licuadora doméstica
(SOLAC, modelo 850), filtrados y centrifugados 15 min a 3500 rpm.
Finalmente, se recuperd el sobrenadante del zumo de las 5 variedades
(zumo limpio) y se conservé a -20 °C hasta ser utilizado.

Jorge, Durinta, MM, y Raf son variedades comerciales destinadas al

consumo en fresco, siendo las variedades MM y Raf las de mayor
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importancia econémica. La variedad Raf, es una de las variedades de
tomate mas apreciada por sus propiedades organolépticas. La variedad

p73 es una variedad utilizada en programas de transformacion genética.

1.2. Cepas de levadura y su crecimiento en condiciones de laboratorio

En este trabajo se han empleado las cepas de la levadura
Saccharomyces cerevisiae de origen vinico transformadas genéticamente
en el IATA para sobreexpresar los genes que codifican la actividad B-
glucosidasa de Candida molischiana -BgIN (Sanchez-Torres et al., 1998),
la exoglucanasa de S. cerevisiae -Exg1 (Gil et al., 2005), la a-L-
ramnosidasa de Aspergillus aculeatus -RhaA (Manzanares et al., 2003) y la
a-L-arabinofuranosidasa de Aspergillus niger -AbfB (Sanchez-Torres et al.,
1996). En la Tabla 2 se detalla el nombre de la cepa, su genotipo, y su

procedencia.

Tabla 2. Cepas de microorganismos utilizadas en este trabajo.

CEPA GENOTIPO PROCEDENCIA
S. cerevisiae T73/YCB3s Cepa T3 transformada con el plasmido YCBgIn Sanchez-Torres et al., 1998
S. cerevisiae T73/YCEXG1a Cepa T3 transformada con el plasmido YCEXG1 Gil et al., 2005
S. cerevisiae T73/YR8 Cepa T3 transformada con el plasmido pR38 Manzanares et al., 2003
S. cerevisiae T73/YCA; Cepa T3 transformada con el plasmido YCAbfB Sanchez-Torres et al., 1996

El crecimiento de las cepas de S. cerevisiae transformadas
genéticamente (T73/YCB3s, T73/YCEXG1a, T73/YRS8, y T73/YCA1) se llevd a
cabo en medio de cultivo rico (YPD), el cual se describe mas abajo. El
medio de cultivo (4.75 L de YPD, 1 ug/mL de cicloheximida; Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO) se inoculd a una densidad celular de 2.5x10°
células/mL a partir de un preindculo también en medio YPD con
cicloheximida. Posteriormente, el medio se incubo durante 48 h a 30 °C en
un agitador orbital a 250 rpm.

En todos los casos, el crecimiento de los cultivos en medio liquido se
calculé mediante recuento con camara cuentaglébulos.

Medio rico liquido (YPD): Se compone de extracto de levadura 1 %

(p/v) (Panreac, Barcelona, Spain), peptona 0.5 % (p/v) (Panreac,
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Barcelona, Spain), y como fuente de carbono, glucosa al 2 % (p/v)
(Panreac, Barcelona, Spain). El medio rico se suplementdé con

cicloheximida 1 pg/mL.

2. Produccién de extractos enriquecidos con los enzimas glicosidicos

BgiN, Exg1, RhaA, y AbfB

Para obtener extractos enriquecidos con las actividades glicosidicas
BgIN, Exg1, RhaA, y AbfB se partié de los cultivos en medio liquido YPD
de las cepas recombinantes de Saccharomyces cerevisiae de origen vinico
transformadas genéticamente en el IATA, Tz3/YCB3s, T73/YCEXG1a,
T73/YRS8, y T73/YCA,. El enzima BgIN se localiza principalmente en la pared
celular de la cepa T73/YCB3s5 (Sanchez-Torres et al., 1998). Para obtener
extractos enriquecidos con la actividad BgIN se centrifugd el medio de
cultivo, se recuperaron las células de la cepa T73/YCB3s5y, tras medir su
actividad B-glucosidasa, se descart6 el sobrenadante del medio de cultivo.
Los enzimas Exg1, RhaA, y AbfB son principalmente secretados al medio
de cultivo por las respectivas cepas productoras T7s/YCEXG1a, T+3/YRS, y
T73/YCA, (Sanchez-Torres et al., 1996; Manzanares et al., 2003; Gil et al.,
2005). Para obtener extractos enriquecidos con las actividades Exg1,
RhaA, y AbfB se centrifugd el medio de cultivo, recuperando por un lado
las células, y por otro el sobrenadante del medio de cultivo. Aunque los
extractos enriquecidos con las actividades Exg1, RhaA, y AbfB en cantidad
suficiente para posteriores experimentos se obtuvieron a partir del
sobrenadante del medio de cultivo, como se describe mas abajo, en todos
los casos se ensay6 también la produccidén a partir de las células de las
respectivas cepas productoras, segun el protocolo descrito a continuacion
para BgIN.

Todos los pasos para producir los extractos enriquecidos con los

enzimas se realizaron a 4 °C, excepto cuando se indique otra temperatura.
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Las fracciones obtenidas por cromatografia en columna se clasificaron
segun su actividad, y se conservaron a -20 °C (BgIN, Exg1, y AbfB) y a 4

°C (RhaA) hasta su posterior utilizacién.

2.1. Produccion de extractos enriquecidos con el enzima BgIN

Las células de la cepa T+3/YCB35 se sometieron a sucesivos lavados
con tampén TRIS-HCI 10 mM pH 7,5 con NaCl 1M, durante toda la noche y
en agitacién. Tras cada lavado se centrifugd y se recupero el sobrenadante
del lavado. Al sobrenadante del lavado se le adicionaron 3 volumenes de
agua destilada y la resina DEAE Sephadex A50 (Amersham Biosciences
Europe GMBH, Freiburg, Germany; 1g rehidratado con tampén TRIS-HCI
10 mM pH 7,5) en batch, dejandolo toda la noche en un agitador
magnético. La resina se recuperd por filtracion y se empacé. El enzima se
recupero tras elucién en columna cromatografica con tampén TRIS-HCI 10

mM pH 7,5 con NaCl 1M, recogiendo fracciones consecutivas de 5 mL.

2.2. Produccién de extractos enriquecidos con los enzimas Exg1 y
AbfB

Para la produccién de extractos enriquecidos con los enzimas Exg1y
AbfB se siguid el mismo protocolo, partiendo en cada caso del
sobrenadante del medio de cultivo YPD donde crecieron las respectivas
cepas productoras (T73/YCEXG1a y T;3/YCA,). El sobrenadante del medio
de cultivo se dejo en contacto con la resina DEAE Sephadex A50
(Amersham Biosciences Europe GMBH, Freiburg, Germany; 1g
rehidratado con tampén TRIS-HCI 10 mM pH 7,5), durante toda la noche y
en agitacion. Seguidamente se recuperd la resina por filtracion y los
enzimas en ella adsorbidos se recuperaron tras elucion en columna
cromatografica con TRIS-HCI 10 mM pH 7,5 con NaCl 1M, recogiendo una

primera fraccién de 10 mL y fracciones sucesivas de 5 mL.
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2.3. Produccion de extractos enriquecidos con el enzima RhaA

La produccion de extractos enriquecidos con el enzima RhaA se llevo
a cabo segun el protocolo descrito para Exg1 y AbfB con modificaciones,
debido al diferente punto isoeléctrico de este enzima (Manzanares et al.,
2001). El sobrenadante del medio de cultivo en el que crecié la cepa
T73/YR8 se llevdo a pH 3,8 con 0,1M HCI y acto seguido se puso en
contacto con la resina CM Sephadex C-50 (Amersham Biosciences Europe
GMBH, Freiburg, Germany; 1g rehidratado con tampén citrato de sodio 20
mM pH 3,8), durante toda la noche y en agitacién. La resina se recupero
por filtracion y el enzima se recuperd por elucibn en columna
cromatografica con tampén citrato de sodio 10 mM pH 3,8 con NaCl 1M,

recogiendo una primera fraccion de 10 mL y sucesivas fracciones de 5mL.

2.4. Produccion de los enzimas BgIN y Exg1 adicionados al zumo

extraido de las variedades p73, Jorge y Durinta

La produccion de los enzimas BgIN y Exg1, adicionados en este
trabajo al zumo extraido de las variedades p73, Jorge, y Durinta, se llevo a
cabo previamente en este laboratorio siguiendo los protocolos
anteriormente expuestos con modificaciones. El crecimiento de las cepas
de levadura T73/YCB3s y T73/'YCEXG1a se llevé a cabo en medio liquido
YPD con cicloheximida usando un fermentador Bioflo Ill (New Brunswick
Scientific, Edison, NJ). El sobrenadante se concentré6 mediante filtracién
tangencial con un equipo Pellicon Ultrafiltration System (Millipore Corp.,
Bedford, MA) empleando membranas de 10000 Daltons de tamafo de
poro. Seguidamente, ambos enzimas se precipitaron a 0 °C con sulfato de
amonio al 80% (p/v) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO), previa adicion de sero-
albumina bovina -BSA (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO), hasta obtener una

concentracién de proteina total de 1 mg/mL. Finalmente, el extracto
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enriquecido con los enzimas BgIN y Exg1 se dejo precipitar toda la noche a

4 °C y se recogi6 el precipitado.

3. Medida de la actividad enzimatica

Para medir las actividades p-glucosidasa, a-ramnosidasa, o-
arabinosidasa, y p-xilosidasa se utilizaron los sustratos p-nitrofenil-3-D-
glucopirandsido  (pNPG; Sigma, St. Louis, MO), p-nitrofenil-a-L-
ramnopiranésido (pNPR; Sigma), p-nitrofenil-a-L-arabinofurandsido (pNPA,;
Sigma), y p-nitrofenil-B-D-xilopirandsido (pNPX; Sigma), respectivamente.
Las reacciones tuvieron lugar en tampon Mcllvaine 75 mM, pH 5
conteniendo 5 mM del sustrato correspondiente a cada actividad y una
cantidad adecuada de la muestra a ensayar en un volumen final de 250 pL.
Tras incubar a 30 °C durante 20 min, la reaccion se paré adicionando 0.5
mL de Na,CO; 0.2 M, pH 10.2. La liberaciéon de p-nitrofenol se midié
espectrofotométricamente a 405 nm. Una unidad de actividad enzimatica
(Uenz) fue definida como la cantidad de enzima que libera 1 umol de pNP
por minuto a 30 °C en tampdén Mcllvaine 75 mM pH 5. Todas las

mediciones enzimaticas se realizaron por duplicado.

4. Extraccion de la fraccién glicosilada del tomate

Para extraer la fraccién glicosilada (FG) del tomate se siguid el
protocolo descrito por Genovés et al. (2003) con modificaciones. El zumo
limpio de tomate se fracciond en cartuchos C18 de fase inversa (C18-RP)
Sep-Pack de 500 mg (Waters Corp., Milford, Mass., U.S.A.). Se pasaron 40
mL de zumo limpio de tomate a través de un cartucho C18-RP,
previamente activado con 10 mL de metanol y 20 mL de agua destilada.
Después se lavo con 10 mL de agua, que se desechd. A continuacion se
lavé con 10 mL de pentano, y se desechd. Finalmente, los compuestos
glicosilados se eluyeron con 10 mL de metanol, que se llevaron a

sequedad a baja presién y 45 °C con un rotavapor. El extracto seco de
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glicésidos se resuspendié en 3 mL de tampdon Mcllvaine 75 mM pH 5. La
extraccion se realizd por triplicado para las 5 variedades de tomate en

cada uno de los estados de maduraciéon considerados.

5. Hidrolisis enzimatica de la fraccion glicosilada de tomate

5.1. Caracterizacion de la fraccion glicosilada

Para caracterizar la FG del tomate se llevdo a cabo la hidrdlisis
enzimatica exhaustiva del extracto de glicésidos con un preparado
enzimatico comercial rico en actividades glicosidicas, Pectinase AR2000
(Gist Brocades, Seclin, France). 1mL de extracto se incubé con 100 ul de
una solucion de AR2000 (25 mg /mL) durante 48 h a 40 °C en agitacion. El
hidrolizado se almacend a -20 °C hasta su analisis cromatografico. Las

hidrélisis se realizaron por triplicado.

5.2. Andlisis de la composicién de los glicésidos

Para analizar la composicién de los glicésidos de tomate se llevo a
cabo la hidrélisis enzimatica de los extractos de glicésidos utilizando las
actividades especificas BgIN, RhaA, y AbfB. 1 mL de extracto se incubd
durante 48 h a 40 °C en agitacion, con 20 mU,,, de cada uno de los
enzimas, BgIN y RhaA individualmente y las combinaciones BgIN+RhaA y
BgIN+RhaA+AbfB. La Tabla 3 recoge los volumenes adicionados de cada
extracto enzimatico y tampdn Mcllvaine 75 mM pH5 hasta un volumen total
de 41.51 uL. Tras la incubacion cada muestra se dividié en 2 volumenes
iguales, uno para el posterior andlisis de los volatiles por cromatografia
gaseosa (GC) y otro para analizar los azucares por cromatografia liquida
de alta resolucion (HPLC). Ambos se conservaron a -20 °C hasta su
analisis. El experimento se realizé por triplicado y como control se

utilizaron extractos de 1 mL de FG de tomate sin adicion de enzima (BLC).
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Previamente a su analisis por cromatografia gaseosa las muestras se

descongelaron y se adiciond agua destilada hasta un volumen de 3 mL.

Tabla 3. Volumen de solucion enzimatica y tampon Mcllvain 75 mM pH5 (uL) adicionado a
1 mL de extracto de glicésidos.

T . Solucién enzimatica Tampon
ratamiento
BgIN RhaA AbfB TOTAL Mcllvaine
0 BLC 0.000 41.51
1 BgIN 7.840 7.840 33.67
2 RhaA 26.84 26.84 14.67
3 BgIN/RhaA 7.840 26.84 34.68 6.830
4 BgIN/RhaA/AbfB 7.840 2684  6.830  41.51 0.000

6. Adicion de glicosidasas al zumo de tomate

El zumo de tomate limpio (3 mL) se incubé en presencia de 50 mUp,
de cada uno de los enzima BgIN, Exg1, RhaA, y AbfB (Tabla 4), y de 6 mg
de benzoato de sodio (Fluka, Buchs, Switzerland), utilizado como
conservante del zumo. Junto con el volumen correspondiente de solucién
enzimatica se adicioné agua destilada hasta un volumen total de 0.5 mL
por cada 3 mL de zumo limpio. El zumo extraido de las variedades p73,
Jorge, y Durinta se incubd a 15 °C durante 6 dias en presencia de los
enzimas BgIN y Exg1, individualmente. El de las variedades MM y Raf, en
los estados de maduracion V, P, y M, se incubd a 20 °C durante 6 dias en
presencia de los enzimas BgIN, Exg1, RhaA y AbfB, individualmente y en
combinaciones de BgIN y Exg1 con RhaA y AbfB (BgIN+RhaA, BgIN+AbfB,
BgIN+RhaA+AbfB, Exg1+RhaA, Exg1+AbfB, y Exg1+RhaA+AbfB). Tras la
incubacién se afnadié 0.7 g de NaCl a cada muestra y se conservaron a 4
°C hasta su posterior andlisis cromatografico. Para su analisis
cromatografico, las muestras se atemperaron en un bafio a 30 °C durante 5
min. El experimento se realizé por triplicado y como control se utilizaron

muestras de 3 mL de zumo limpio de tomate sin adicion de enzima (BLC).
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Tabla 4. Volumen de enzima y agua (uL) adicionado a cada muestra de 3 mL de zumo.

. Solucién enzimatica
Tratamiento

BgIN Exg1 RhaA AbfB TOTAL H.0
0 BLC 0.000 0.500
1 BgIN 0.243 0.243 0.257
2 Exg1 0.090 0.090 0.410
3 RhaA 0.069 0.069 0.431
4 AbfB 0.059  0.059 0.441
5 BgIN/RhaA 0.243 0.069 0.312 0.188
6 BgIN/AbfB 0.243 0.059  0.302 0.198
7 BgIN/RhaA/AbfB 0.243 0.069  0.059  0.371 0.129
8 Exg1/RhaA 0.090  0.069 0.159 0.341
9 Exg1/AbfB 0.090 0.059  0.149 0.351
10 Exg1/RhaA/AbfB 0.090 0.069 0.059 0.218 0.282

7. Analisis de compuestos volatiles en tomate

7.1. Deteccion: microextraccion en fase sélida en espacio de cabeza y
cromatografia de gases (HS-SPME-GC)

La metodologia utilizada para la deteccion de compuestos volatiles
consta de 2 fases denominadas fase de adsorcion y fase de desorcion. La
fase de adsorcidén consiste en la exposicion del soluto volatil de interés a
una fibra polimérica. La fase siguiente o fase de desorcién, se realiza
acoplada a un cromatografo de gases que analizara los solutos volatiles
atrapados en la fibra polimérica. La adsorcion de los compuestos volatiles
se realizd en el espacio de cabeza mediante la técnica de microextraccion
en fase solida (HS-SPME). Se utilizé6 una fibra de silice fundido de 10 mm
recubierta con 100 um de poli-dimetilsiloxano (PDMS) como material
adsorbente (Supelco, Bellefonte, PA, USA). Se colocaron 3 mL de muestra
en un tubo de ensayo con tapon de rosca y septum incorporado. Se
adicionaron 0.7 g de NaCl, a fin de desplazar el equilibrio de la presion de
vapor hacia la fase vapor, y se dejé 30 min en un agitador magnético a

temperatura ambiente. Posteriormente, la fibra se introdujo en el tubo de
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ensayo a través del septum y el material adsorbente se expuso durante 30
min al espacio de cabeza de la muestra en agitacién. Para la desorcién de
los analitos, la fibra se inyecté y se mantuvo durante 4 min a 240 °C en el
puerto de inyeccion del cromatografo de gases. Para la separacion y
detecciéon de los analitos se utilizé un cromatdégrafo de gases HP5890
(Hewlett-Packard, Waldbronn, Germany) equipado con un detector de
ionizacion de llama FID provisto de una columna capilar HP-INNOWax
(Hewlett Packard) de 30 m longitud, 0,25 mm didmetro interno, y 0,25 um
de espesor fase estacionaria. Como gas portador se utilizé Helio a un flujo
de 1 mL/min.

Las condiciones de funcionamiento fueron:

» Temperatura del detector (FID) 300°C

» Temperatura del inyector 240°C

* Latemperatura del horno se mantuvo a 40 °C durante 5 min y
se incrementé a razén de 5 °C/min hasta 150 °C, y a 20
°C/min hasta 250 °C. El horno se mantuvo a 250°C durante
10 min.

Cada una de los experimentos resueltos por cromatografia de gases
en este trabajo se ensayo por triplicado.

Inicialmente se realizé un experimento preliminar para evaluar la
dinamica general de los compuestos volatiles dentro del sistema utilizado,
determinar el tiempo minimo de equilibrio de los compuestos volatiles entre
la muestra y el espacio de cabeza, y el tiempo apropiado para la extraccion

de compuestos volatiles con la fibra.

7.2. Identificacion: cromatografia de gases acoplada a espectrometria
de masas (GC-MS)

Para la identificacion de los compuestos volatiles se utilizé un
cromatografo de gases Thermo TRACE GC ULTRA acoplado a un

espectrometro de masas Thermo DSQ (Thermo Electron Corporation, CA,
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USA), equipado con la misma columna y programado con las mismas
condiciones cromatograficas descritas en el apartado anterior. La
temperatura de la fuente de ionizacién fue de 200 °C. Se empled
ionozacién por impacto electronico a 70 eV. La identificacién se realizé
mediante comparacién de los espectros de masas obtenidos en las
muestras de tomate con los de la biblioteca Willey. Paralelamente, se
compararon los tiempos de retencion de los compuestos volatiles
detectados en las muestras de tomate con los de sus correspondientes

estandares comerciales (Tabla 5).

7.3. Cuantificacion

La cuantificacion de los compuestos volatiles acumulados en el
espacio de cabeza se llevdo a cabo mediante curvas de calibrado que
respondian a la ecuacion:

Area cromatogréfica= Factor de respuesta FID x Concentracion

Para obtenerlas se aplicé la misma metodologia utilizada para la
deteccion de compuestos volatiles por HS-SPME-GC a muestras con
concentraciones definidas de los respectivos estandares comerciales. En
la Tabla 5 se indican los estandares comerciales empleados en las curvas
de calibrado, los factores de respuesta FID de las ecuaciones de las rectas
obtenidas, y la bondad de ajuste del modelo lineal (r?) utilizado. El area
minima integrable oscil6 entre 20-40 unidades arbitrarias de sefial

cromatograéfica.
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Tabla 5. Estandares comerciales, factores de respuesta FR (L/ug), y r* de las curvas de
calibrado obtenidas para la cuantificacion de los compuestos volatiles en el espacio de

cabeza.

PRODUCTOS CASA COMERCIAL FR 2

Hexanal Fluka (Buchs, Switzerland) 44952  0.9999
3-Metil-1-butanol Fluka 34.902 0.9999
trans -2-hexenal Fluka 17.974 1.0000
3-Octanona Fluka 1053.5 0.9999
Octanal Fluka 448.87 0.9999
6-Metil-5-heptén-2-ona Sigma-Aldrich (St. Louis, MO) 13.208  0.9990
4-Metil-1-pentanol Fluka 62.805 0.9880
3-Metil-1-pentanol Fluka 31.439 0.9996
1-Hexanol Fluka 18.262 0.9999
cis-3-hexenol Fluka 60.468 1.0000
Nonanal Fluka 1659.6 1.0000
2-Isobutiltiazol Sigma-Aldrich 1352.3 0.9999
cis-6xido de linalol Fluka 89.974 0.9997
1-Heptanol Fluka 63.358 0.9987
6-Metil-5-heptén-2-ol Sigma-Aldrich 181.58 0.9999
trans -6xido de linalol Fluka 65.882 0.9995
2-Etil-1-hexanol Fluka 13.902 0.9930
Decanal Fluka 3479.2 1.0000
cis-4-decenal Sigma-Aldrich 3109.9  1.0000
Benzaldehido Fluka 26.794 0.9988
Linalol Fluka 30.938 0.9994
1-Octanol Fluka 201.96 0.9999
a-Terpineol Fluka 34.439  0.9967
B-citronellol Fluka 235.86  0.9986
Sallicilato de metilo Sigma-Aldrich 152.78  1.0000
Nerol Fluka 145.87 0.9992
Geraniol Fluka 103.11 0.9991
3,5-Dimetil benzaldehido Sigma-Aldrich 591.51 0.9999
Guaiacol Sigma-Aldrich 3,9604  1.0000
Bencil alcohol Fluka 1,2083 1.0000
2-Feniletanol Fluka 2,4477 0.9999
B-lonona Fluka 487.96 0.9979
Eugenol Fluka 23.345 0.9999
2-Metoxi-4-vinilfenol Sigma-Aldrich 17.807 0.9999
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8. Anadlisis de azlcares: cromatografia liquida de alta resoluciéon
(HPLC)

Los azucares liberados a partir de la hidrélisis enzimatica de la FG se
analizaron mediante cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC). Se
inyectaron 100 ul de muestra en un equipo DIONEX consistente en una
bomba P680A (Sunnyvale, CA, USA) conectado a un detector evaporativo
de dispersién de luz modelo 200s ELSD (SofTA Corporation, USA). Para la
separacion se utilizé una columna Aminex HPX-87P (300 x 7.8 mm d.i.)
manteniendo el horno a una temperatura constante de 60 °C. Como
eluyente se utilizé agua miliQ con un flujo de 0.6 mL/min en condiciones de
elucion isocraticas durante 25 min.

La identificacion de los monosacaridos detectados se realizd
comparando sus tiempos de retencidbn con los de sus estandares

comerciales (Tabla 6).

Tabla 6. Estandares comerciales, curvas de calibrado, y r* de las curvas de calibrado
obtenidas para la cuantificacion de los monosacaridos.

PRODUCTOS CASA COMERCIAL Ecuacion de la curva de calibrado r

D-Glucosa Panreac (Barcelona, Spain) Log (y) = Log (1.4293)X - 0.6342 0.9974
D-Xilosa Sigma-Aldrich (St. Louis, MO) Log (y) = Log (1.5453)X - 0.6669 0.9995
L-Ramnosa Sigma-Aldrich Log (y) = Log (1.2806)X - 0.4334 0.9932
L-Arabinosa Sigma-Aldrich Log (y) = Log (1.5798)X - 0.7303 0.9998

La cuantificacion de los monosacéridos se llevd a cabo mediante

curvas de calibrado que respondian a la ecuacion:
Log (y) =a + X Log (m)

Donde “y” es el area cromatografica, “X” es la concentracion, y “a” y
“m” son constantes.

Para obtener las curvas de calibrado se utilizdé la misma metodologia
utilizada para el analisis de los azucares liberados a partir de la hidrolisis
enzimatica de la FG, aplicada a muestras con concentraciones definidas
de los respectivos estandares comerciales. En la Tabla 6 se indican los

estandares comerciales empleados en las curvas de calibrado, las
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ecuaciones de las rectas obtenidas, y la bondad de ajuste del modelo
utilizado (r?).

9. Analisis estadistico

Los efectos de las variables sobre los distintos datos analizados se
evaluaron mediante analisis de la varianza (ANOVA) y la significacion
estadistica se evalué mediante el test F de Snedecor. La significacién
estadistica para la comparacion viene dada por el valor de p. Las
influencias de las variables se consideraron significativas a partir de p <
0.05. Para comparar las medias de los distintos niveles se usé el Test de la
Diferencia Honestamente Significativa (HSD) de Tukey. Todos los analisis
estadisticos fueron realizados mediante el programa Statgraphics Plus v
5.1.
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CAPITULO 1. CARACTERIZACION DEL PERFIL AROMATICO DEL
TOMATE

El aroma es uno de los principales criterios a la hora de evaluar la
calidad organoléptica del tomate (para revision ver Baldwin et al., 2000).
Aunque en la fraccion volatil libre (FVL) del tomate se han identificado mas
de 400 compuestos volatiles (Pétro-Turza, 1987), se considera que soélo
unos 16 ejercen una contribucién relevante sobre el aroma final (Buttery,
1993). Al igual que en otros frutos, en las ultimas décadas se ha
confirmado la existencia de compuestos volatiles glicosilados, o aglicones,
en tomate (Buttery et al., 1990a; Marlatt et al., 1992; Buttery, 1993). Estos
precursores de compuestos volatiles se engloban en la fraccién glicosilada
(FG) y se revelan especialmente interesantes por constituir una potencial
fuente para incrementar el aroma final del fruto o de sus derivados.

El primer objetivo de este trabajo se ha centrado en caracterizar los
principales componentes de la FVL y de la FG de distintas variedades de
tomate, prestando especial atencién a los compuestos mas relevantes,
cuantitativa y cualitativamente, de acuerdo con la literatura, hallados en
ambas fracciones, asi como a su evolucién a lo largo de la maduracién del

fruto.

1. Caracterizacion de la fraccion volatil del tomate

La calidad organoléptica de las distintas variedades de tomate para
consumo en fresco existentes en el mercado estd sujeta a una gran
variabilidad, ya sea a nivel del aroma, del sabor, de la textura, o del
aspecto externo. La diversidad de componentes de la FVL entre diferentes
variedades de tomate ha sido documentada en numerosos trabajos, pero
existe muy poca informacién acerca de los aglicones que constituyen la
FG. Seguidamente se presentan los resultados de analizar la composicion

de la fraccion volatil, tanto libre como glicosilada, de 5 variedades eligiendo
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el estado de maduracién denominado pintén (P). Las variedades de tomate
estudiadas fueron p73, Jorge, Durinta (cuyos resultados se describen en
Ortiz-Serrano y Gil, 2007), Moneymaker (MM), y Raf (Figura 5).

Variedad p73 Variedad Jorge Variedad Durinta

Variedad
Moneymaker

Variedad Raf

Figura 5. Frutos de las variedades de tomate estudiadas, p73, Jorge, Durinta, Moneymaker,
y Raf, en el estado de maduracion pintén.

1.1. Fraccion volatil libre

La Figura 6 muestra un cromatograma tipo de la FVL del tomate
obtenido por microextraccion en fase sdélida en espacio de cabeza

acoplada a cromatografia de gases (HS-SPME-GC).
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1 Hexanal, 2 3-Metil-1-butanol, 3 trans-2-hexenal, 4 3-Octanona, 5 Octanal, 6 6-Metil-5-heptén-2-ona, 7
1-Hexanol, 8 cis-3-hexenol, 9 Nonanal, 10 2-Isobutiltiazol, 11 1-Heptanol, 12 2-Etil-1-hexanol, 13
Decanal, 14 cis-4-decenal, 15 Linalol, 16 1-Octanol, 17 Salicilato de metilo, 18 Nerol, 19 3,5-Dimetil
benzaldehido, 20 Guaiacol, 21 Bencil alcohol, 22 2-Feniletanol, 23 -Ionona, 24 Eugenol.

Figura 6. Cromatograma de gases (HS-SPME-GC) representativo de la fraccion volatil libre
del tomate obtenido a partir del zumo de la variedad p73.
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La Tabla 7 recoge las concentraciones de los 24 compuestos
volatiles, por orden de elucién cromatografica, detectados en la FVL de las
5 variedades consideradas (p73, Jorge, Durinta, MM, y Raf) asi como las

diferencias estadisticamente significativas entre ellas.

Tabla 7. Concentraciéon (ug/L) de los compuestos volatiles identificados en la FVL de las
variedades de tomate, p73, Jorge, Durinta, Moneymaker (MM), y Raf.

Compuestos FVL Variedades

p73 Jorge Durinta MM Raf
Hexanal 599.6c 177.7a 4558b 826.6d 117.8 a
3-Metil-1-butanol 370.8a 2274b 4374a 1536 c 4014 a
trans-2-hexenal 1339b 59.16a 7570ab 261.8c 49.39 a
3-Octanona 1.561d 0.735bc 0.847c 0.398 a 0.542 ab
Octanal 5.435¢c 1.245a 2.155ab 4.009abc 4.575bc
6-Metil-5-heptén-2-ona 20.65b 8.189a 6.456a 18.62b 9.439 a
1-Hexanol 966.4 c 789.7bc 605.8b 2451 a 184.3 a
cis-3-hexenol 3056 ¢ 1931 b 1603 b 695.6a 983.5a
Nonanal 0.877c 0.609bc 0.413ab 0.258a 0.229 a
2-Isobutiltiazol 0.795d 0.572c 0433b 2.837e 0.208 a
1-Heptanol 6.934 bc 3.562a tr 4698ab 8.655c
2-Etil-1-hexanol 4824a 2307a 2817a 3.580a 4.361a
Decanal 0.425b 0.365b 0.278ab 0.122a 0.128 a
cis-4-decenal 0.986c 0.128a 0.362 b 0.135a tr
Linalol 0.488a 0.206a 0.238a 1.418b 2.055b
1-Octanol 1141c 4427b 1.584 a 1.771 a 2.094 a
Salicilato de metilo 4226b 3.449ab 5636b 1.662a 1.883 a
Nerol 2.836b 1229a 0.857a 1.650a 1.586 a
3,5-Dimetil benzaldehido 8.011c  3.723b 1.813 a 1.782 a 2.845b
Guaiacol 9449b 5219ab 503.9ab 550.9ab 150.5a
Bencil alcohol 537.9a 153.4a 128.8a 416.6a 296.8 a
2-Feniletanol 502.8c 3324b 263.8b 77.76a 136.0a
B-lonona 1.346b 0.544a 0.739a ftr tr
Eugenol 99.75¢ 89.21c 39.09b 175.5d 10.29 a

nd: compuesto no detectado; tr: concentracion < 0.1 pg/L.

Diferentes letras para cada compuesto indican diferencias significativas entre las variedades
segun el Test de Tukey’'s HSD aplicado con un intervalo de confianza del 95% a 3

repeticiones. La letra “a” se asigna a la menor concentracién de un compuesto.
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Todos los compuestos detectados se encuentran entre los citados en
la bibliografia como componentes del aroma del tomate (Buttery et al.,
1990a; Marlatt et al., 1992; Buttery, 1993; Langlois et al., 1996; Krumbein y
Auerswald, 1998; Baldwin et al., 2000). Se trata de aldehidos, cetonas,
alcoholes, y terpenos. De los mas de 400 compuestos volatiles
identificados en el tomate y sus derivados (para revision ver Servili et al.,
2000), solo unos 30 fueron destacados por Buttery (1993) por encontrarse
a una concentracion superior a 1 ug/L en el zumo de tomates con un cierto
grado de madurez (Introduccién, Tabla 1). La caracterizacion de la fracciéon
volatil llevada a cabo en el presente estudio se centré en los componentes
susceptibles de encontrarse en forma glicosilada y que, de acuerdo con la
bibliografia, pudieran tener mas influencia en la percepcion del aroma del
tomate. Unicamente 9 de los 24 compuestos identificados en la FVL fueron
detectados a una concentracion inferior a 1 pg/L en alguna de las 5
variedades analizadas. Estos compuestos fueron la 3-octanona, nonanal,
2-isobutiltiazol, 1-heptanol, decanal, cis-4-decenal, linalol, nerol, y pB-
ionona. Soélo la concentracion de nonanal, decanal, y cis-4-decenal, fue
inferior a 1 pg/L en todas las variedades analizadas. En la variedad
Durinta, el 1-heptanol fue detectado a nivel de traza (concentracion inferior
a 0.1 yg/L) y el nerol se encontré a una concentracion inferior a 1 pg/L. La
concentracién de linalol fue superior a 1 ug/L sélo en los variedades MM vy
Raf, la de 2-isobutiltiazol en MM y la de 3-octanona y B-ionona sélo en la
variedad p73. Ademas, en las variedades MM y Raf la B-ionona se detect6
a nivel de traza. Entre los compuestos detectados a muy baja
concentracion cabe destacar que se encuentran linalol, nerol, 2-
isobutiltiazol, y pB-ionona, compuestos que han sido descritos como
especialmente interesantes en el aroma del tomate (para revision ver
Baldwin et al., 2000). Por otro lado, hexanal, 3-metil-1-butanol, 1-hexanol,
cis-3-hexenol, guaiacol y bencil alcohol fueron los compuestos mas

abundantes en la FVL, detectados en las 5 variedades, a una
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concentracién siempre superior a 100 ug/L. Los 3 compuestos volatiles
mas abundantes en las variedades p73, Jorge, y Durinta fueron, de mayor
a menor concentracion, cis-3-hexenol, 1-hexanol, y guaiacol. En la
variedad MM los compuestos mas abundantes son, por orden de magnitud,
3-metil-1-butanol, hexanal, y cis-3-hexenol; y en la variedad Raf, cis-3-
hexenol, 3-metil-1-butanol y bencil alcohol. Ademas, las concentraciones
de eugenol y frans-2-hexenal fueron practicamente del orden de 100 ug/L o
superiores sélo en las variedades p73 y MM. Y la concentraciéon de 2-
feniletanol fue inferior a 100 pg/L sélo en la variedad MM.

Los resultados del estudio comparativo entre las FVLs de las 5
variedades de tomate consideradas (Tabla 7), indican que so6lo las
concentraciones de 2-etil-1-hexanol y bencil alcohol no presentaron
diferencias significativas entre ninguno de los 5 variedades analizadas. La
mayor parte de las diferencias se centraron entre la variedad p73 y el resto
de variedades. De los 24 compuestos identificados, 14 no mostraron
diferencias significativas entre las variedades Jorge y Durinta, y 13 no lo
hicieron entre las variedades MM y Raf. Solo el 2-isobutiltiazol resultd
significativamente diferente entre las 5 variedades.

El logaritmo de las unidades de olor (LogU) de un compuesto, es
decir, el logaritmo de la relacién entre su concentracion en el fruto y su
umbral de percepcidén en agua, se ha postulado como una herramienta util
para medir la contribucion teodrica individual de cada compuesto sobre el
flavor final de un alimento (Buttery et al., 1971; Buttery, 1993; Buttery et al.,
1995; Baldwin et al., 2000; Tandon et al., 2003; Bezman et al., 2003; Plotto
et al., 2004; Ruiz et al., 2005; Pino y Mesa, 2006). En la Tabla 8 se
muestran los LogU de todos los compuestos detectados en la FVL,
exceptuando el cis-4-decenal y 3,5-dimetilbenzaldehido, calculados
utilizando los umbrales de percepcion en agua citados en la bibliografia
(Buttery et al., 1971; Fazzalari, 1978; Buttery et al., 1988b; Buttery, 1993;
Ohloff, 1994; Pino y Mesa, 2006).
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Tabla 8. LogU de los compuestos volatiles identificados en la FVL de las variedades de
tomate p73, Jorge, Durinta, Moneymaker (MM), y Raf.

Compuestos FVL up® Variedades

p73  Jorge Durinta MM Raf
Hexanal 450 2125 1597 2.006 2264  1.418
3-Metil-1-butanol 250 0.171 -0.041 0.243 0788  0.206
trans-2-hexenal 179 0.896 0542 0.649 1.188  0.463
3-Octanona 28 ® -1.254 -1.581 -1.519 -1.848 -1.713
Octanal 079 0.890 0250 0488 0758 0.815
6-Metil-5-heptén-2-ona 50 ™M -0.384 -0.786 -0.889 -0.429 -0.724
1-Hexanol 500 ¥ 0286 0.199 0.083 -0.310 -0.433
cis-3-hexenol 70®@ 1640 1441 1.360 0.997 1.148
Nonanal 10 -0.057 -0.216 -0.384 -0.588  -0.640
2-Isobutiltiazol 350 -0.644 -0.786 -0.907 -0.091 -1.226
1-Heptanol 425 @ -1.787 -2.077 0.000 -1.956 -1.691
2-Etil-1-hexanol 270000 ® -4.748 -5068 -4.982 -4.877 -4.792
Decanal 0.1® 0.628 0.563 0445 0.085 0.085
cis-4-decenal -
Linalol 6 -1.090 -1.465 -1.401 -0.626 -0.465
1-Octanol 110 -0.984 -1.395 -1.842 -1.793 -1.720
Salicilato de metilo 40 ™M -0.976 -1.064 -0.851 -1.381 -1.327
Nerol 300 © -2.024 -2.387 -2544 2260 -2.277
3,5-Dimetil benzaldehido -
Guaiacol 3@ 2498 2240 2225 2264  1.700
Bencil alcohol 10000 © -1.269 -1.814 -1.890 -1.380 -1.527
2-Fenil etanol 1000 -0.299 -0478 -0.579 -1.109 -0.866
B-lonona 40 -0.473 -0.866 -0.733 nd nd
Eugenol 6@ 1221 11472 0.814 1466  0.234
UP: Umbral de percepcion en agua (ug/L). (*) Referencia bibliografica: Buttery, 1993 (1);
Buttery et al., 1971 (2); Buttery et al., 1988 (3); Pino y Mesa, 2006 (4); Fazzalari, 1978 (5);

Ohloff, 1994 ® nd: compuesto no detectado

Se considera que valores de LogU positivos corresponden a

compuestos que contribuyen de forma fundamental sobre el flavor final de

un alimento mientras que aquellos con valores de LogU negativos serian

muy poco influyentes en el aroma final (Buttery et al., 1988b). En la FVL de

las 5 variedades analizadas, hexanal, trans-2-hexenal, octanal, cis-3-

hexenol, decanal, guaiacol, y eugenol mostraron LogU positivos. Los

valores de LogU positivos mas altos fueron alcanzados en las variedades

MM y p73. El LogU de 3-metil-1-butanol sélo fue negativo en la variedad
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Jorge y el de 1-hexanol en las variedades Raf y MM. Estos 9 compuestos
serian los que, tedricamente, podrian influir de una forma mas intensa en

el aroma del tomate.

1.2. Fraccion volatil glicosilada

Los componentes volatiles, o aglicones, de la FG, previamente
obtenida por extraccién en fase sélida del zumo limpio de las 5 variedades
de tomate p73, Jorge, Durinta, MM, y Raf, se determinaron tras la hidrélisis
enzimatica de la misma con AR2000. En la Figura 7 se muestra un
cromatograma tipo de la fraccion glicosilada del tomate obtenido por
microextraccion en fase solida en espacio de cabeza acoplada a
cromatografia de gases (HS-SPME-GC).
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1 Hexanal, 2 3-Metil-1-butanol, 3 frans-2-hexenal, 4 3-Octanona, 5 Octanal, 6 4-Metil-1-pentanol, 7 3-
Metil-1-pentanol, 8 1-Hexanol, 9 cis-3-hexenol, 10 Nonanal, 11 cis-Oxido de linalol, 12 1-Heptanol, 13 6-
Metil-5-heptén-2-ol, 14 trans-6xido de linalol, 15 2-Etil-1-hexanol, 16 Decanal, 17 Benzaldehido, 18
Linalol, 19 1-Octanol, 20 o-Terpineol, 21 B-Citronelol, 22 Salicilato de metilo, 23 Nerol, 24 Geraniol, 25
Guaiacol, 26 Bencil alcohol, 27 2-Feniletanol, 28 -lonona, 29 Eugenol.

Figura 7. Cromatograma de gases (HS-SPME-GC) representativo de la fraccion glicosilada
del tomate, en este caso, previamente extraida de la variedad Raf, obtenido tras hidrdlisis
enzimatica de la misma con AR2000.

Se detectaron y cuantificaron 32 aglicones volatiles entre las 5
variedades analizadas. Sus concentraciones, referidas al volumen de zumo

de tomate, y las diferencias estadisticamente significativas de Ila
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comparacion entre variedades se muestran en la Tabla 9, siguiendo su

orden de elucion cromatogréafica.

Tabla 9. Concentracién (ug/L) de los aglicones detectados tras la hidrélisis enzimatica del
extracto de glicosidos de las variedades de tomate p73, Jorge, Durinta, Moneymaker (MM),
y Raf.

. Variedades
Aglicones
p73 Jorge Durinta MM Raf

Hexanal 48.24 a 75.30 a 101.8 a 95.04 a 70.11 a
3-Metil-1-butanol 324.3ab 335.5bc 483.2d 261.3a 390.6 ¢
trans-2-hexenal 154.8 a 1455a 168.8 a 1071 b 7415b
3-Octanona nd nd nd tr tr
Octanal nd nd nd tr tr

4-Metil-1-pentanol 0.169 a 0.257 a 0.219a 0.269b 0.746 b
3-Metil-1-pentanol 0451a 0.786b 0.502a 1.939d 1.241¢c

1-Hexanol 15.22 a 26.07 a 2214 a 7.270 a 54.83 a
cis-3-hexenol nd nd nd 7.772 a 13.58 b
Nonanal nd nd nd tr tr
2-Isobutiltiazol tr tr tr tr nd
cis-6xido de linalol 1.578 a 1.264 a 0.828 a 16.36 b 18.36 ¢
1-Heptanol 0.337 a 0.787 b 0.863 b 0.298 a 0.424 a
6-Metil-5-heptén-2-ol tr 0.265b 0.119a 0.132 a 0.163 a
trans-6xido de linalol 5.165b nd 0.573 a 17.82¢c 20.42 c
2-Etil-1-hexanol 4.084 a 5.764ab 6.800ab 8.222b 5.398 ab
Decanal nd nd nd tr tr
cis-4-decenal tr tr tr nd nd
Benzaldehido 33.54b 4769c 43.62c 14.20 a 10.71 a
Linalol 6.968 a 5.869 a 3.712 a 39.48 b 48.58 ¢
1-Octanol 0.299ab 0.600c 0.473ac 0.232b 0.368 ab
o-Terpineol 1.943 b 1.992 b 1.061 a 3.064c¢c 5.383d
B-citronelol 0.1772a 0.619c 0.340b 0.154a 0.171a
Salicilato de metilo 3.088 a 6.677 a 15.73 b 4.363a 22.52¢c
Nerol 1.773bc 2.045c¢ 1.499ab 1.560ab 1.244a
Geraniol 2.216 b 2.016 b 1.223 a 3.331¢c 3.944d
Guaiacol 70.55b 1028 ¢c 113.5¢c 25.31a 47.16a
Bencil alcohol 533.8 a 810.1bc 930.1cd 683.1ab 1087 d
2-Feniletanol 582.7c 714.5d 694.3 d 260.9a 403.7b
B-lonona nd nd nd tr tr
Eugenol 58.31a 188.6 b 81.02a 75.49a 189.6b
2-Metoxi-4-vinilfenol  1.023 b 0.465a 1.317 b nd nd

nd: compuesto no detectado; tr: concentracion < 0.1 pg/L.

Diferentes letras para cada compuesto indican diferencias significativas entre las variedades
segun el Test de Tukey’s HSD aplicado con un intervalo de confianza del 95% a 3

“n

repeticiones. La letra “a” se asigna a la menor concentracién de un compuesto.
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Todos los componente de la FVL se detectaron en forma glicosilada,
excepto la 6-metil-5-heptén-2-ona y el 3,5-dimetil benzaldehido. Ademas,
en la FG se detectaron 10 compuestos que no habian sido detectados en
forma libre. Estos 10 compuestos volatiles se han descrito previamente
como componentes de la FG del tomate (Buttery et al., 1990a; Marlatt et
al., 1992). Se trata del 4-metil-1-pentanol, 3-metil-1-pentanol, cis-6xido de
linalol, 6-metil-5-heptén-2-ol, trans-6xido de linalol, benzaldehido, o-
terpineol, B-citronelol, geraniol, y 2-metoxi-4-vinilfenol. El hecho de que
estos 10 compuestos hayan sido detectados sélo en forma glicosilada los
hace especialmente interesantes, ya que su potencial liberacion podria
implicar un cambio cualitativo de la FVL del tomate. Entre ellos destacan el
benzaldehido y los terpenoles cis-6xido de linalol, trans-6xido de linalol, o-
terpineol, B-citronelol, y geraniol, por estar asociados a notas florales y
frutales (Marais, 1983; Knudsen et al., 1993; Krumbein y Auerswald, 1998;
Burdock, 2002; Baldwin et al., 2004; Lewinsohn et al., 2005b). Unicamente
el B-citronelol se encontré a una concentracion inferior a 1 pg/L en todas
las variedades analizadas. Otros aglicones presentes a una concentracién
inferior a 1 pg/L en las 5 variedades fueron 4-metil-1-pentanol, 1-heptanol,
6-metil-5-heptén-2-ol, y 1-octanol, ademas de los cis- y trans-0xidos de
linalol en la variedad Durinta, el 3-metil-1-pentanol en las variedades p73,
Jorge, y Durinta, y el 2-metoxi-4-vinilfenol en las variedades Jorge, MM vy
Raf. Los compuestos 2-isobutiltiazol, 3-octanona, octanal, nonanal,
decanal, B-lonona, y cis-4-decenal o no fueron detectados o tan sélo a
nivel de trazas (concentracion inferior a 0.1 ug/L).

Los aglicones mas abundantes en la FG en las 5 variedades
analizadas, fueron 3-metil-1-butanol, trans-2-hexenal, bencil alcohol, y 2-
feniletanol, cuyas concentraciones superaron los 100 ug/L. La
concentracién de hexanal fue superior a 100 pg/L sélo en la variedad
Durinta, la de guaiacol en las variedades Jorge y Durinta, y la de eugenol

en las variedades Jorge y Raf.
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Por otro lado, de los 32 aglicones identificados en la FG soélo las
concentraciones de hexanal y 1-hexanol no mostraron diferencias
significativas entre las 5 variedades analizadas (Tabla 9). Estos resultados
ponen de manifiesto la gran variabilidad que existe entre las
concentraciones de los compuestos glicosilados de las 5 variedades
consideradas. Los compuestos 1-heptanol, 2-etil-1-hexanol, 1-octanol,
salicilato de metilo, guaiacol, y 2-metoxi-4-vinilfenol se han descrito como

parte de la FG del tomate por primera vez en el presente trabajo.

1.3. Potencial aromatico de la fraccion glicosilada

Los compuestos volatiles glicosilados suponen una fuente potencial
para incrementar el aroma en la medida en que los enlaces glicosidicos
sean hidrolizados y los correspondientes aglicones liberados. Cuanto
mayor sea la proporcién de un determinado aglicon con respecto a su
concentracién en forma libre mayor podra ser el impacto que sobre el
aroma final tenga su liberacion. En la Figura 8 se muestran los 9
compuestos cuyas concentraciones fueron mayores en la FG que en la
FVL en al menos una de las 5 variedades y la razén entre ambas
concentraciones. La concentracion en forma libre de estos compuestos
puede incrementarse entre un 20 % y 2800 %, en funcién del compuesto y
de la variedad considerados. El linalol, especialmente interesante por su
repercusion organoléptica (Buttery et al., 1971; Buttery et al., 1990b), fue el
compuesto con mayor potencial para aumentar su concentracién en forma
libre, entre un 1400 % y un 2800 % en funcion de la variedad. La
concentracién en forma libre de trans-2-hexenal, salicilato de metilo, y
eugenol en la variedad Raf puede aumentar un 1500 %, 1200 %, y 1840
%, respectivamente, mientras que para el resto de variedades este
aumento oscilé entre un 40 % y un 410 %. Asi pues, es la variedad Raf la
que presenta un mayor potencial tedrico para incrementar estos

compuestos en la FVL, y es también la variedad con mayor contenido en
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linalol tanto en forma libre como glicosilada. El 3-metil-1-butanol y el nerol
pueden aumentar su concentraciéon en la FVL entre un 20 % y un 170 %
dependiendo de la variedad, el 2-etil-1-hexanol podria hacerlo entre un 80
% y un 250 %, el bencil alcohol entre un 100 % en la variedad p73 hasta
un 720 % en la variedad Durinta, y el 2-feniletanol entre 120 % en la
variedad p73 y un 330 % en la variedad MM.
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Figura 8. Concentracion en forma libre (barras en negro) y en forma glicosilada (barras en
blanco), expresada como la media * error estandar de 3 repeticiones, en las variedades
p73, Jorge, Durinta, Moneymaker (MM) y Raf. Los valores numéricos sefialados

corresponden a la razén entre la concentracion en forma glicosilada y libre, para cada
compuesto y variedad.

El potencial del resto de compuestos de la FG no mostrados en la

Figura 8 es inferior puesto que su concentracion en forma libre (Tabla 7) es
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superior a su concentracion en forma glicosilada (Tabla 9). Por ejemplo, la
cantidad de 1-hexanol glicosilado representa el 2 % del libre en la variedad
p73y llega al 30 % en la variedad Raf.

En funcién de la variedad considerada, el abanico de aumentos
potenciales de los 9 compuestos volatiles representados en la Figura 8 en
forma libre es amplio, siendo en la variedad p73 en la que los posibles

aumentos podrian ser menores.

2. Influencia del estado de maduracién en el perfil aromatico

La maduracién de los frutos es un fendbmeno que se caracteriza por
cambios en la textura, el color, y el flavor (para revision ver White, 2002).
El estado de maduracion del fruto en el momento de la recoleccién
condiciona enormemente la calidad final del tomate (Kader et al., 1977;
Watada y Aulenbach, 1979; Stern et al., 1994; Maul et al., 1998). Tras la
caracterizacion de la fraccion volatii de 5 variedades de tomate, se
escogieron las 2 variedades con mayor importancia econémica en el
mercado, Moneymaker (MM) y Raf, para profundizar en el estudio de la
evolucién de los compuestos volatiles libres y glicosilados durante la

maduracion del fruto (Figura 9).

d

Variedad Moneymaker Variedad Raf

Figura 9. Frutos de las variedades Moneymaker y Raf en los 3 estados de maduracion
considerados, V, P,y M.

Se consideraron 3 estados de maduracion, en base a la

pigmentacion externa del fruto, representativos de un momento temprano
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del proceso, verde (V), del momento de cambio de color o pintén (P), y de
un estado final maduro (M), caracterizado por haberse alcanzado

plenamente la pigmentacion rojiza (Raf) o roja intensa (MM) de la piel.

2.1. Fraccion volatil libre

La Tabla 10 muestra las concentraciones de los 24 compuestos
volatiles, por orden de elucién cromatografica, detectados en la FVL de las
variedades MM y Raf en los estados de maduracion V, P, y M. En ella se
recogen también las diferencias estadisticamente significativas
encontradas a lo largo de la maduracién en cada una de las variedades.
Sélo nonanal, decanal, y cis-4-decenal fueron detectados, en la FVL de
ambas variedades, a una concentracion inferior a 1 pg/L en los 3 estados
de maduracion considerados. Ademas, la concentracion de la 3-octanona y
de la B-ionona fue superior a 1 pg/L unicamente en el estado M de la
variedad Raf y de la las variedades Raf y MM, respectivamente. La
concentracion del 2-isobutiltiazol fue superior a 1 ug/L unicamente en los
estados P y M de la variedad MM, y s6lo en el estado M de la variedad
Raf. Por otro lado, el 3-metil-1-butanol no se detectd en el estado de
maduracién V de ambas variedades.

De acuerdo con el analisis estadistico (Tabla 10) se desprende que
s6lo la concentracion de nerol y decanal permanecié sin cambio
significativo durante la maduracién en ambas variedades Tampoco se
registrd variacion significativa para nonanal, salicilato de metilo, y 2-
feniletanol en la variedad MM, y para 1-octanal, 2-etil-1-hexanol, y 3,5-
dimetil benzaldehido en la variedad Raf. El resto de los 24 compuestos
identificados en la FVL si experimentd cambios significativos en sus
concentraciones durante el proceso de maduracién del fruto.

La tendencia general de los compuestos volatiles durante la
maduraciéon de los frutos fue a aumentar su concentracion en ambas

variedades, alcanzando su maximo nivel en el estado M, lo que esta de
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acuerdo con otros trabajos previos realizados con otras variedades
(Baldwin et al., 1991b; Buttery, 1993; Tieman et al., 2006).

Tabla 10. Concentracion (ug/L) de los compuestos volatiles identificados en la FVL de las
variedades MM y Raf en los estados V, P y M.

Compuestos FVL MM Raf

Verde Pinton Maduro Verde Pinton Maduro
Hexanal 1946a 826.6b 1827 c 2559b 117.8a 2679 c
3-Metil-1-butanol nd 1536 b 623.6a nd 4014a 596.8a
trans-2-hexenal 2524b 2618b 1224a 253.6¢c 49.39a 152.0b
3-Octanona 0.208a 0.398a 0.841b 0.351a 0.542a 1.140b
Octanal 3.365b 4.009c 2.733a 3.632a 4.575a 2.732a
6-Metil-5-heptén-2-ona 1.570a 18.62b 121.2c 1.648a 9.439b 160.7c
1-Hexanol 35.79a 2451b 3735 ¢ 55.80a 184.3b 2359 c
cis-3-hexenol 88.86a 6956b 3121 ¢ 192.7a 983.5b 2817 ¢
Nonanal 0.295a 0.258a 0.532a 0.198a 0.229a 0.686b
2-Isobutiltiazol 0.186a 2.837b 11.99c 0.202a 0.208a 2.114b
1-Heptanol 7.571ab 4.698a 9.254b 2420b 8655a 26.12b
2-Etil-1-hexanol 15.57b 3.580a 7.517ab 3.889a 4.361a 4.343a
Decanal tr 0.122a 0.272a 0.161a 0.128a 0.278a
cis-4-decenal tr 0.135a 0.353b 0.117a 0.093a 0.228b
Linalol 1.088a 1.418ab 1.595b 1.200a 2.055ab 2.603b
1-Octanol 2411a 1.771a 5.840b 1.362a 2.094a 6.911b
Salicilato de metilo 1.756a 1.662a 1.252a 181.9b 1.883a nd
Nerol 1.753a 1.650a 2.025a 1.616a 1.586a 1.803a
3,5-Dimetil benzaldehido 1.422a 1.782b 3.418c 3.878a 2.845a 2.536a
Guaiacol 1252a 5509b 3240 ¢ 250.7a 150.5a 4712b
Bencil alcohol 263.2a 416.6b 2919a 3236ab 296.8a 505.1b
2-Feniletanol 71.22a 77.76a 67.00a 116.0a 136.0a 280.0b
B-lonona tr tr 2.003 tr tr 2.190
Eugenol 12.35a 1755b 3054c 6.811a 10.29a 25.50b

nd: compuesto no detectado.

Diferentes letras para cada compuesto indican diferencias significativas entre los 3 estados
de maduracion considerados para cada variedad segun el Test de Tukey’s HSD aplicado
con un intervalo de confianza del 95% a 3 repeticiones. La letra “a” se asigna a la menor
concentracion de un compuesto. En negrita se resaltan los compuestos que forman parte de
la combinacién que reproduce el aroma de tomate maduro troceado propuesta por Buttery

(1993).

Las concentraciones de 16 compuestos experimentaron aumentos a

lo largo de la maduracién de acuerdo con el siguiente patrén. Hexanal, 6-
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metil-5-heptén-2-ona, 1-hexanol, cis-3-hexenol, 2-isobutiltiazol, guaiacol, y
eugenol experimentaron grandes aumentos durante la maduracién, entre
un 1000 % y un 10000 %, en ambas variedades. Las concentraciones de
3-octanona, 1-heptanol, cis-4-decenal, linalol, y 1-octanol también
aumentaron con la maduracion en ambas variedades, si bien la magnitud
de estos aumentos fue menor. Otros compuestos volatiles, nonanal, bencil
alcohol, y 2-feniletanol, aumentaron conforme avanzaba el proceso de
maduracién solo en la variedad Raf, y el 3,5-dimetil benzaldehido lo hizo
solo en la variedad MM. Las tendencias al aumento en las concentraciones
de estos 16 compuestos no solo variaron en su magnitud sino también en
su forma. Algunos compuestos volatiles experimentaron aumentos
estadisticamente significativos al cambiar del estado V al P, o al cambiar
del P al M. Otros como el hexanal en la variedad Raf y el 1-heptanol en
ambas variedades disminuyeron al pasar del V al P. Aunque todos
alcanzaron su maxima concentracién en el estado M. Los compuestos 3-
metil-1-butanol, octanal, y bencil alcohol en la variedad MM alcanzaron su
maxima concentracion en el estado P. Estos 3 compuestos aumentaron
significativamente entre el estado V y el P, pero su concentracién
disminuy¢ significativamente en el estado M.

Otros compuestos volatiles tendieron a disminuir conforme avanzaba
la maduracion, mostrando su maxima concentracion en el estado de
maduracién V. Estos compuestos fueron el trans-2-hexenal y salicilato de
metilo en ambas variedades, y 2-etil-1-hexanol en la variedad MM. Por otro
lado, la concentracion de salicilato de metilo sélo disminuyé
significativamente en la variedad Raf, y lo hizo hasta llegar a no ser

detectado en el estado M.
Buttery (1993) propuso una combinacién de 10 compuestos que, a
las concentraciones adecuadas (Introduccion, Tabla 1), reproduce de

forma aproximada el aroma del tomate maduro troceado. La Figura 10
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representa la suma de las concentraciones ponderadas, respecto al estado
de maduracion V, de 7 de estos 10 compuestos identificados en las
variedades MM y Raf, y las diferencias estadisticamente significativas

entre los 3 estados de maduracion considerados para cada variedad.
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Figura 10. Suma ponderada de las concentraciones de 7 de los 10 compuestos cuya
mezcla reproduce el aroma del tomate fresco maduro. Diferentes letras indican diferencias
significativas entre los 3 estados de maduracién considerados para cada variedad segun el
Test de Tukey’s HSD aplicado con un intervalo de confianza del 95% a 3 repeticiones.

Esos 7 compuestos fueron el hexanal, frans-2-hexenal, 6-metil-5-
heptén-2-ona, cis-3-hexenol, 2-isobutiltiazol, salicilato de metilo, y pB-
ionona. El aumento relativo de estos 7 compuestos volatiles en el estado
de maduracion M fue significativamente superior al obtenido en los otros 2
estados de maduracion, V y P, entre los cuales, ademas, no aparecieron
diferencias significativas. Estos resultados apoyan la aproximacién al

aroma tipico del tomate maduro troceado propuesta por Buttery (1993).

En la Tabla 11 se presentan los LogU de todos los componentes
detectados en la FVL de las variedades MM y Raf calculados utilizando los
umbrales de percepcion en agua citados en la bibliografia. Como ya se
comentd anteriormente, se considera que valores de LogU positivos
corresponden a compuestos que contribuyen de forma fundamental al
flavor final de un alimento mientras que aquellos con valores de LogU

negativos lo harian de manera mas sutil. Los compuestos hexanal, frans-2-
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hexenal, octanal, cis-3-hexenol, guaiacol, y eugenol obtuvieron valores de
LogU positivos en los 3 estados de maduracién y para las 2 variedades
analizadas, al igual que 3-metil-1-butanol, si exceptuamos el estado de
maduracién V, en el que no fue detectado. El decanal también mostré
valores de LogU positivos en la variedad Raf en los 3 estados de

maduracion considerados.

Tabla 11. LogU de los compuestos volatiles identificados en la FVL de las variedades MM y
Raf, en los estados de maduracion V, P, y M.

Compuestos FVL up® MM Raf

Verde Pinton Maduro Verde Pintén Maduro
Hexanal 450 1.636 2.264 2.609 1.755 1.418 2775
3-Metil-1-butanol 250 nd 0788 0.397 nd 0206 0.378
trans-2-hexenal 17 @ 1172 1.188  0.857 1174 0.463  0.951
3-Octanona 28 2129 -1.848 -1.522 -1.902 -1.713 -1.390
Octanal 079 0.682 0758 0.592 0.715 0.815 0.591
6-Metil-5-heptén-2-ona 50 -1.503 -0.429 0.385 -1.482 -0.724 0.507
1-Hexanol 500 ¥ -1.145 -0.310 0.873 -0.952 -0433 0.674
cis-3-hexenol 70@ 0.104 0.997 1.649 0.440 1.148 1.605
Nonanal 10 -0.530 -0.588 -0.274 -0.703 -0.640 -0.163
2-Isobutiltiazol 35M -1.275 -0.091 0.535 -1.238 -1.226 -0.219
1-Heptanol 425 @ -1.749 -1.956 -1.662 -1.245 -1.691 -1.211
2-Etil-1-hexanol 270000 © 4239 -4878 -4.555 -4.842 -4792 -4.794
Decanal 0.1® -0.283 0.086 0.434 0.208 0.085 0.444
cis-4-decenal -
Linalol 6" -0.741 -0.627 -0.576 -0.699 -0.465 -0.363
1-Octanol 110 ™ -1.659 -1.793 -1.275 -1.907 -1.720 -1.202
Salicilato de metilo 40" -1.357 -1.381 -1.504 0.658 -1.327 tr
Nerol 300 © 2233 -2.260 -2.171 2269 -2.277 -2.221
3,5-Dimetil benzaldehido -
Guaiacol 3@ 1.620 2.264 3.033 1.922 1700 3.196
Bencil alcohol 10000 @ -1.580 -1.380 -1.535 -1.490 -1.527 -1.297
2-Feniletanol 1000 ¥ -1.147 -1.109  -1.174 -0.935 -0.866 -0.553
B-lonona 4™ tr tr -0.300 tr tr -0.262
Eugenol 6@ 0.314 1.466  1.707 0.055 0.234  0.628

UP: Umbral de percepcion de cada compuesto en agua (ug/L). (*) Referencia bibliografica:
Buttery, 1993 (1); Buttery et al., 1971 (2); Buttery et al., 1988 (3); Pino y Mesa, 2006 (4);
Fazzalari, 1978 (5); Ohloff, 1994 ® nd: compuesto no detectado

Especialmente significativo fue el cambio de signo del LogU de 6-
metil-5-heptén-2-ona y 1-hexanol en ambas variedades, y de 2-

isobutiltiazol y decanal en la variedad MM, pues evolucionaron hacia

75



Capitulo |

valores cada vez menos negativos a medida que avanzé el estado de
maduracién de los frutos, hasta alcanzar valores de LogU positivos en el
estado M. Una evolucién opuesta siguié el salicilato de metilo, que en la
variedad Raf cambié el valor de su LogU de positivo en el estado V a
negativo al avanzar la maduracion.

Entre los 7 compuestos volatiles detectados en la FVL de las
variedades MM y Raf y que forman parte de la combinacién que reproduce
de forma aproximada el aroma del tomate maduro troceado (Buttery,
1993), hexanal, trans-2-hexenal, y cis-3-hexenol obtuvieron los mayores
valores positivos de LogU, y ademas se encuentran entre los compuestos
adicionados a mayor concentracion en la combinaciéon propuesta por
Buttery (1993) (Introduccion, Tabla 1). El resto, 6-metil-5-heptén-2-ona, 2-
isobutiltiazol, salicilato de metilo, y p-ionona, con valores de LogU
inferiores, incluso negativos en nuestras condiciones experimentales,
coinciden con los que se adicionan a menor concentracién en esta

combinacion de compuestos.

2.1.1. Comparacién entre las variedades MM y Raf en el estado de

maduracion verde

La Figura 11 muestra las diferencias significativas entre la FVL de las
variedades MM y Raf en el estado de maduracion V. En ella se observan
los 6 compuestos que mostraron concentraciones significativamente
diferentes entre las variedades MM y Raf en el estado de maduracion V.
Estos compuestos fueron el hexanal, cis-3-hexenol, 1-heptanol, 2-etil-1-
hexanol, salicilato de metilo, y guaiacol. La concentraciéon de 2-etil-1-
hexanol fue significativamente mas abundante en la variedad MM, y la de
hexanal, cis-3-hexenol, 1-heptanol, salicilato de metilo, y guaiacol lo fue en

la variedad Raf.
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Figura 11. Concentraciéon de los compuestos volatiles identificados en la FVL que
mostraron diferencias significativas entre las variedades MM (barras en azul oscuro) y Raf
(barras en azul claro) en el estado de maduraciéon V, segun el Test de Tukey’'s HSD
aplicado con un intervalo de confianza del 95% a 3 repeticiones.

2.1.2. Comparacién entre las variedades MM y Raf en el estado de
maduracién pintén

La Figura 12 muestra las diferencias significativas entre la FVL de las
variedades MM y Raf en el estado de maduracion P. En ella se recogen las
concentraciones de los 10 compuestos, hexanal, 3-metil-1-butanol, trans-2-
hexenal, guaiacol, bencil alcohol, 6-metil-5-heptén-2-ona, 2-isobutiltiazol, 1-
heptanol, 3,5-dimetil benzaldehido, y eugenol, que mostraron diferencias
significativas entre las variedades MM y Raf en el estado de maduracién P.
La concentracion de hexanal, 3-metil-1-butanol, frans-2-hexenal, guaiacol,
bencil alcohol, 6-metil-5-heptén-2-ona, 2-isobuitiltiazol, y eugenol fue
significativamente mas abundante en la variedad MM, y la de 1-heptanol y

3,5-dimetil benzaldehido lo fue en la variedad Raf.
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Figura 12. Concentracion de los compuestos volatiles identificados en la FVL que
mostraron diferencias significativas entre las variedades MM (azul y verde oscuros) y Raf
(azul y verde claros) en el estado de maduracién P, segun el Test de Tukey’s HSD aplicado
con un intervalo de confianza del 95% a 3 repeticiones. Barras en azul para
concentraciones entre 100-1800 pg/L, y

2.1.3. Comparacién entre las variedades MM y Raf en el estado de

maduracion maduro

La Figura 13 muestra la comparacion entre la FVL de las variedades
MM y Raf en el estado de maduracién M. En ella se observan los 14
compuestos que presentaron diferencias significativas entre ambas
variedades en este estado de maduraciéon. Estos compuestos fueron el
hexanal, 1-hexanol, cis-3-hexenol, guaiacol, bencil alcohol, 3-octanona, 6-
metil-5-heptén-2-ona, 2-isobutiltiazol, 1-heptanol, linalol, 1-octanol, 3,5-
dimetil benzaldehido, 2-feniletanol, y eugenol. La concentracion de 1-

hexanol, cis-3-hexenol, 2-isobutiltiazol, 3,5-dimetil benzaldehido, y eugenol
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fue significativamente mas abundante en la variedad MM. Los 9
compuestos restantes lo fueron en la variedad Raf, entre ellos destacan
linalol y 2-feniletanol, ambos compuestos estan asociados a notas frutales
y florales (Baldwin et al., 2004; Berna et al., 2005a).
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Figura 13. Concentracion de los compuestos volatiles identificados en la FVL que
mostraron diferencias significativas entre las variedades MM (azul y verde oscuros) y Raf
(azul y verde claros) en el estado de maduracion M, segun el Test de Tukey’s HSD aplicado
con un intervalo de confianza del 95% a 3 repeticiones. Barras en azul para
concentraciones entre 290-6000 pg/L, y

Finalmente, de los 24 compuestos identificados en la FVL de las
variedades MM y Raf, s6lo 1-octanal, nonanal, decanal, y nerol no
presentaron concentraciones significativamente diferentes entre ambas
variedades en ninguno de los 3 estados de maduracion considerados

(Figura 11, Figura 12, y Figura 13). La cantidad de compuestos volatiles
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presentes en la FVL cuya concentracion fue significativamente distinta

entre las 2 variedades fue aumentando con la maduracion del tomate.
2.2. Fraccion glicosilada

2.2.1. Perfil de compuestos volatiles

La Tabla 12 muestra las concentraciones de los 30 aglicones
identificados tras la hidrélisis enzimatica de la FG de las variedades
Moneymaker (MM) y Raf a lo largo de la maduracién, asi como las
diferencias estadisticamente significativas encontradas entre los estados
de maduracién V, P, y M en cada una de las variedades. Los compuestos
3-octanona, nonanal, decanal, y B-ionona fueron detectados a una
concentracion inferior a 0.1 pg/L (nivel de traza) en las 2 variedades y en
los 3 estados de maduracion considerados. El 2-isobutiltiazol no fue
detectado en el estado V de ambas variedades, ni en el P de la variedad
Raf, y en el resto de estados de maduracion su concentracién fue del
inferior a 0.1 pg/L

De la misma forma que ocurrié en la FVL, la tendencia general de los
compuestos volatiles glicosilados fue a aumentar sus concentraciones
durante la maduracién, alcanzando la maxima concentracion en el estado
de maduracion M. Sélo las concentraciones de guaiacol en la variedad
MM, y de trans-2-hexenal, 4-metil-1-pentanol, 1-hexanol, 1-heptanol, trans-
6xido de linalol, y benzaldehido en la variedad Raf, no cambiaron
significativamente entre los 3 estados de maduracién considerados.

Las concentraciones de 16 aglicones aumentaron significativamente
a lo largo de la maduracién segun el siguiente patrén. Hexanal, 3-metil-1-
butanol, 6-metil-5-heptén-2-ol, B-citronelol, bencil alcohol, y eugenol
experimentaron grandes aumentos durante la maduracion, que oscilaron
entre un 1000 % y un 8000 %, en ambas variedades. Las concentraciones

de 3-metil-1-pentanol, 1-octanol, a-terpineol, nerol, geraniol, y 2-feniletanol
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también aumentaron con la maduraciéon en ambas variedades, si bien la

magnitud de estos aumentos fue menor.

Tabla 12. Concentracion (ug/L) de los aglicones detectados tras la hidrdlisis enzimatica del
extracto de glicosidos de las variedades MM y Raf en los estados de maduraciéon V, P, y M.

. MM Raf

Aglicones Verde Pinton Maduro Verde Pintén Maduro
Hexanal 2276 a 95.04b 4029c 19.11a 70.11a 311.3b
3-Metil-1-butanol 2841a 261.3b 7240 c 18.36a 390.6b 1762 c
trans-2-hexenal 3716b 1071 ¢ 1928a 389.2a 7415a 3569a
3-Octanona tr tr tr tr tr tr
Octanal 0.472 tr tr 0.467 tr tr
4-Metil-1-pentanol nd 0.269a 1.196b tr 0.746a 0.763a
3-Metil-1-pentanol nd 1.939a 13.64b nd 1.241a 4422b
1-Hexanol 8.484a 7.270a 109.6b 11.06a 54.83a 25.73a
cis-3-hexenol 16.47b 7.772a 23.43c 16.06 b 13.58ab 9.463 a
Nonanal tr tr tr tr tr tr
2-Isobutiltiazol nd tr tr nd nd tr
cis-6xido de linalol 28.15b 16.36a 10.55a 2234c 18.36b 6.959a
1-Heptanol 0.484b 0.298a 2.815c 1.070a 0.424a 0951a
6-Metil-5-heptén-2-ol 0.127a 0.132a 7.946b tr 0.163a 3.557b
trans-oxido de linalol 35.46b 17.82a nd 2248a 2042a nd
2-Etil-1-hexanol 5.740ab 8.222b 3.504 a 10.13¢c 5.398b 3.826a
Decanal tr tr tr tr tr tr
Benzaldehido 33.06c 14.20a 24.84b 29.74a 10.71a 15.87a
Linalol 63.86b 39.48a 28.79a 77.32c 4858b 3559a
1-Octanol 0.334b 0.232a 0.436¢ 0.330a 0.368a 0.809b
a-Terpineol 3.088a 3.064a 5.299b 4.811a 5.383ab 6.136b
B-Citronelol 0.260a 0.154a 4.888b 0.140a 0.171a 2.577b
Salicilato de metilo 3.903b 4.363b 2.464 a 9.820a 2252b 33.00c
Nerol 1.844a 1560a 9.345b 1.198a 1.244a 4999b
Geraniol 4.443b 3.331a 9.771c 3.087a 3.944a 7.254b
Guaiacol 36.60a 25.31a 18.57 a 61.10b 47.16a 43.60a
Bencil alcohol 252.1a 683.1b 2030 c 436.5a 1087 b 2168 c
2-Feniletanol 2914b 2609a 539.8c 311.2a 403.7b 894.2c
B-lonona tr tr tr tr tr tr
Eugenol 6.024a 7549b 2121c 6.835a 189.6b 4928c

nd: compuesto no detectado; tr: concentracion < 0.1 pg/L.

Diferentes letras para cada compuesto indican diferencias significativas entre los 3 estados
de maduracion considerados en cada variedad segun el Test de Tukey’s HSD aplicado con

“n

un intervalo de confianza del 95% a 3 repeticiones. La letra “a” se asigna a la menor
concentracion de un compuesto.

El salicilato de metilo aumenté conforme avanzaba el proceso de
maduracién solo en la variedad Raf, y otros, como 4-metil-1-pentanol, 1-

hexanol (cuya concentracion experimentd un gran aumento durante la
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maduracion), y cis-3-hexenol, lo hicieron, de forma significativamente
estadistica, sélo en la variedad MM. Las tendencias al aumento en las
concentraciones de estos 16 aglicones no solo variaron en su magnitud
sino también en su forma. Algunos experimentaron aumentos
estadisticamente significativos desde el estado V (por ejemplo, 3-metil-1-
butanol) y otros desde el P (por ejemplo, B-citronelol). Otros, como cis-3-
hexenol, 1-heptanol, 1-octanol, geraniol, y 2-feniletanol en la variedad MM
disminuyeron significativamente su concentracion entre los estados V y P.
Todos alcanzaron su maxima concentracion en el estado M.

Los cambios en la concentracién del frans-2-hexenal sélo fueron
estadisticamente significativos en la variedad MM, aunque este compuesto
experimenté un fuerte aumento entre los estados de maduracion V y P en
ambas variedades, a partir del cual disminuy6 en gran medida, alcanzando
su maxima concentracion en el estado P.

Las concentraciones de los aglicones octanal, cis-0xido de linalol,
trans-oxido de linalol, 2-etil-1-hexanol, benzaldehido, linalol, y guaiacol
tendieron a disminuir en ambas variedades conforme avanzaba la
maduracién. El cis-3-hexenol lo hizo en la variedad Raf, y el salicilato de
metilo en la variedad MM. Las tendencias a la disminucion en las
concentraciones de estos 8 compuestos no solo variaron en su magnitud
sino también en su forma. Algunos experimentaron disminuciones
estadisticamente significativas desde el estado V (cis-6xido de linalol, 2-
etil-1-hexanol, linalol, y guaiacol en la variedad Raf), otros desde el P (cis-
3-hexenol en la variedad Raf, y salicilato de metilo en la variedad MM), y
otros tendieron a la disminuciéon aunque ésta no fue estadisticamente
significativa (guaiacol en la variedad MM, y frans-6xido de linalol y
benzaldehido en la variedad Raf). Aunque los 8 alcanzaron su maxima
concentracion en el estado V, excepto en el caso de 2-etil-1-hexanol y
salicilato de metilo en la variedad MM, cuya concentracion maxima

correspondio, numéricamente, al estado P.
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2.2.2. Perfil de azucares

La Figura 14 muestra la concentracion de los 4 azucares
identificados y cuantificados tras hidrdlisis de la FG de las variedades MM
y Raf en cada uno de los 3 estados de maduracion considerados, asi como
las diferencias estadisticamente significativas encontradas entre los

azucares en cada estado de maduracion.

Variedad Moneymaker Variedad Raf
2 2
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Figura 14. Concentracion de glucosa, xilosa, arabinosa, y ramnosa detectada tras la
hidrdlisis enzimatica del extracto de glicdsidos de las variedades MM y Raf en los estados
de maduracion , P (burdeos), y M (azulado). Diferentes letras para cada estado
de maduracién representan la existencia de diferencias significativas entre los azlcares
segun el el Test de Tukey’'s HSD aplicado con un intervalo de confianza del 95% a 3
repeticiones.

Los azucares identificados se encuentran entre los citados en la
bibliografia como constituyentes de precursores de compuestos volatiles
glicosilados en uva (Williams, 1993), y en otros vegetales (Sarry y Glinata,
2004). Se trata de glucosa, xilosa, ramnosa, y arabinosa. De acuerdo con
el analisis estadistico (Figura 14) se desprende que en los estados de
maduracién V y P la concentracion de ramnosa fue significativamente
mayor que la del resto de azlucares en ambas variedades. En la variedad
Raf la concentracién de ramnosa fue también significativamente mayor que
la de glucosa y xilosa en el estado M. La ramnosa fue el azicar mayoritario
en los 3 estados de maduracién y para las 2 variedades, seguido de la

arabinosa, de la glucosa en la variedad MM, o de la xilosa en la variedad
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Raf. No se hallaron diferencias significativas en el nivel de azucares entre

los 3 estados de maduracion.

2.2.3. Comparacion entre las variedades Moneymaker y Raf

a) Comparacion entre las variedades MM y Raf en el estado verde

La Figura 15 muestra la comparacion entre la FG de las variedades
MM y Raf en el estado de maduracién V. En ella se observan los 13
aglicones que presentaron concentraciones significativamente diferentes

entre ambas variedades en el estado de maduracioén V.
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Figura 15. Concentracion de los aglicones que mostraron diferencias significativas, tras
hidrélisis enzimatica de la FG, entre las variedades MM (barras en azul y verde oscuros) y
Raf (barras en azul y verde claros) en el estado de maduracion V, segun el Test de Tukey’s
HSD aplicado con un intervalo de confianza del 95% a 3 repeticiones. Barras en azul para
concentraciones entre 19-500 ug/L, y

Estos compuestos fueron el hexanal, cis y trans-6xido de linalol,
linalol, guaiacol, bencil alcohol, 2-feniletanol, 2-etil-1-hexanol, a-terpineol,

B-citronelol, salicilato de metilo, nerol, y geraniol. La variedad MM fue
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significativamente mas abundante en 6 de estos 13 aglicones, entre los
que destacaron los terpenoles cis y trans-0xido de linalol, B-citronelol,
nerol, y geraniol. Entre los 7 compuestos significativamente mas
abundantes en la variedad Raf, destacaron el linalol, 2-feniletanol, y a-

terpineol, todos ellos asociados a notas florales y frutales.

b) Comparacion entre las variedades MM y Raf en el estado pintéon

La Figura 16 muestra la comparacion entre la FG de las variedades

MM y Raf en el estado de maduracion P.
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Figura 16. Concentracion de los aglicones que mostraron diferencias significativas, tras la
hidrdlisis enzimatica de la FG, entre las variedades MM (barras en azul y verde oscuros) y
Raf (barras en azul y verde claros) en el estado de maduracién P, segun el Test de Tukey’s
HSD aplicado con un intervalo de confianza del 95% a 3 repeticiones. Barras en azul para
concentraciones entre 3-1200 ug/L, y

En ella se recogen los 15 aglicones que fueron significativamente
diferentes entre las variedades MM y Raf en el estado de maduracion P.
Estos compuestos fueron el 3-metil-1-butanol, cis-3-hexenol, 2-etil-1-
hexanol, linalol, a-terpineol, salicilato de metilo, guaiacol, bencil alcohol, 2-
feniletanol, eugenol, 4-metil-1-pentanol, 3-metil-1-pentanol, 6-metil-5-

heptén-2-ol, nerol, y geraniol. Los compuestos 3-metil-1-pentanol, 2-etil-1-
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hexanol, y nerol fueron significativamente mas abundantes en la variedad
MM. Los 12 aglicones restantes lo fueron en la variedad Raf. Entre ellos
destacan linalol, a-terpineol, 2-feniletanol, eugenol, y geraniol, pues se

trata de compuestos asociados a notas frutales y florales.

c¢) Comparacion entre las variedades MM y Raf en el estado maduro

La Figura 17 muestra la comparacion entre la FG de las variedades
MM y Raf en el estado de maduracion M.
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Figura 17. Concentracion de los aglicones que mostraron diferencias significativas, tras la
hidrdlisis enzimatica de la FG, entre las variedades MM (barras en azul y verde oscuros) y
Raf (barras en azul y verde claros) en el estado de maduracion M, segun el Test de Tukey’s
HSD aplicado con un intervalo de confianza del 95% a 3 repeticiones. Barras en azul para
concentraciones entre 0.4-40 pg/L, y

En ella se muestran los 18 aglicones que presentaron
concentraciones significativamente diferentes entre las variedades MM vy
Raf en el estado de maduraciéon M. Estos compuestos fueron el 4-metil-1-
pentanol, 3-metil-1-pentanol, cis-3-hexenol, 1-heptanol, 6-metil-5-heptén-2-
ol, benzaldehido, linalol, 1-octanol, p-citronelol, salicilato de metilo, nerol,
geraniol, hexanal, 3-metil-1-butanol, frans-2-hexenal, 1-hexanol, 2-

feniletanol, y eugenol. Los compuestos trans-2-hexenal, linalol, 1-octanol,
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salicilato de metilo, 2-feniletanol, y eugenol fueron significativamente mas
abundantes en la variedad Raf. Los restantes 12 aglicones lo fueron en la
variedad MM. Entre ellos destacan B-citronelol, nerol, y geraniol, pues se
trata de compuestos asociados a notas frutales y florales.

Todos los aglicones detectados por encima del nivel de traza
(concentraciéon superior a 0.1 pug/L) mostraron concentraciones
significativamente diferentes entre las variedades MM y Raf en alguno de
los 3 estados de maduracién considerados (Figura 15, Figura 16, y Figura
17). Los compuestos linalol, salicilato de metilo, nerol, geraniol, y 2-
feniletanol fueron significativamente diferentes entre las 2 variedades en
los 3 estados de maduracion considerados. La cantidad de componentes
de la FG cuya concentracion fue significativamente distinta entre las 2

variedades fue aumentando con la maduracion del tomate.

2.3. Potencial aromatico de la fraccion glicosilada

En la medida en que los enlaces glicosidicos son hidrolizados y los
aglicones liberados, la FG supone una fuente potencial para incrementar el
aroma del tomate. Durante el proceso de maduracion de las variedades
Moneymaker (MM) y Raf, todos los componentes de la FVL se detectaron
en forma glicosilada, excepto 6-metil-5-heptén-2-ona, cis-4-decenal, y 3,5-
dimetil benzaldehido (Tabla 12). Ademas, en la FG se detectaron 9
compuestos volatiles que no habian sido detectados en forma libre. Estos
compuestos fueron el 4-metil-1-pentanol, 3-metil-1-pentanol, cis-6xido de
linalol, 6-metil-5-heptén-2-ol, trans-6xido de linalol, benzaldehido, o-
terpineol, B-citronelol, y geraniol. La abundancia de estos 9 aglicones
dependi6é del estado de maduracién considerado, de forma que sélo cis-
oxido de linalol, benzaldehido, o-terpineol, B-citronelol, y geraniol fueron
detectados en los 3 estados de maduracién considerados y en las 2
variedades a una concentracién superior a 0.1 ug/L (Tabla 12). El hecho de

que estos 9 compuestos hayan sido detectados sélo en forma glicosilada
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los hace especialmente interesantes, ya que su potencial liberacion podria
implicar un cambio cualitativo de la FVL del tomate. Entre ellos destacan
los terpenoles cis- y trans- oxidos de linalol, o-terpineol, B-citronelol, y
geraniol, por estar asociados a notas florales y frutales.

En la Figura 18 se muestran los 9 compuestos cuyas
concentraciones fueron mayores en la FG que en la FVL en al menos uno
de los 3 estados de maduracion considerados (V, P, y M) en las
variedades MM y Raf, y la razén entre ambas concentraciones. Cuanto
mayor sea la proporcion de un compuesto glicosilado con respecto a su
concentracién en forma libre mayor podra ser el impacto que sobre el
aroma final tenga su liberacién. La concentracién en forma libre de estos 9
compuestos puede incrementarse entre un 10 % y un 6400 %, en funcién
del compuesto, del estado de maduracion, y de la variedad considerados.
El linalol, interesante por su repercusion organoléptica, fue el compuesto
con mayor potencial para aumentar su concentracion en forma libre, entre
un 1400 % y un 6400 % segun la variedad y el estado de maduracién
considerados. El potencial del 3-metil-1-butanol, nerol, y bencil alcohol en
ambas variedades, del 2-feniletanol en la variedad MM, y del salicilato de
metilo y del eugenol en la variedad Raf, para incrementar su concentracién
en forma libre aumenté a medida que avanzo6 la maduracién del fruto. En el
estado M, la concentracion de 3-metil-1-butanol en forma libre puede
incrementarse hasta un 1160 %, la de nerol hasta un 460 %, la de bencil
alcohol hasta un 700 %, la de 2-feniletanol hasta un 810 %, y la de eugenol
hasta un 1930 %. En el caso del salicilato de metilo, su concentracion en la
FVL fue disminuyendo con la maduracion hasta no ser detectado en el
estado M, pero en su forma glicosilada aumenté con la maduracién
alcanzando su nivel maximo en el estado M.

La concentracion en forma libre del frans-2-hexenal en ambas

variedades, y del 2-etil-1-hexanol en la variedad MM, puede aumentar
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considerablemente del estado V al P pero en el estado M el potencial para

incrementar su concentracion volvié a ser como en el V.
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Figura 18. Concentracion en la FVL (barras en negro) y en la FG (barras en blanco) en los
estados de maduracién verde (v), pintdn (p), y maduro (m) de las variedades MM y Raf,
expresada como la media * error estandar de 3 repeticiones. Los valores numéricos
sefialados corresponden a la razon entre la concentracién en forma glicosilada y libre, para
cada compuesto y variedad. nd: compuesto no detectado.

La concentracion en forma libre de trans-2-hexenal puede
incrementarse hasta un 410 % en la variedad MM y hasta un 1500 % en la
variedad Raf, y la de 2-etil-1-hexanol en la variedad MM hasta un 230 %.

La posibilidad de aumentar en forma libre la concentracion del

salicilato de metilo y del eugenol en la variedad MM, y del 2-feniletanol en
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la variedad Raf, no cambia significativamente durante la maduracion,
pudiendo aumentar hasta un 260 %, un 70 %, y un 320 %,
respectivamente.

Por ultimo, el potencial para aumentar la concentracion de linalol en
forma libre en ambas variedades, y la de 2-etil-1-hexanol en la variedad
Raf, disminuyd progresivamente conforme avanzé la maduracion. La
posibilidad de aumentar la concentracién de ambos compuestos en la FVL
fue maxima en el estado de maduracion V del fruto, hasta un 5870 % en la
variedad MM y un 6440 % en la variedad Raf de linalol, y hasta un 260 %
de 2-etil-1-hexanol en la variedad Raf. Al contrario que el salicilato de
metilo, la concentracion de linalol aumenté en la FVL durante la
maduracion, pero en su forma glicosilada disminuyé a medida que avanzé

la maduracion del fruto.
3. Discusion

3.1. Caracterizacion de la fraccion volatil del tomate

El sabor y el aroma del tomate son el resultado de las interacciones
que se establecen, principalmente, entre sus azucares, acidos organicos,
aminoacidos libres, minerales y compuestos volatiles, jugando estos
ultimos un papel muy relevante en la apreciacion sensorial final. Una parte
de estos compuestos se encuentran en forma libre, constituyendo la FVL
pero otra parte se encuentra en forma glicosilada y los aglicones que la
forman no pueden ser percibidos por los receptores olfativos,
constituyendo la denominada FG. El estudio comparativo, entre 5
variedades y 3 estados de maduracién, de la fraccién volatil del tomate ha
permitido profundizar en la caracterizacion del perfil aromatico de este
popular y versatil fruto. Como se discute a continuacién, existen diferencias
en la composicion de la FVL y de la FG entre las variedades de tomate
estudiadas, que puede ser utilizada como una herramienta para la

identificacion de las variedades de tomate. Se ha estudiado la influencia de
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la maduracién en el perfil aromatico del tomate, observandose que los
compuestos volatiles de la FVL y de la FG tienden, en general, a aumentar
sus concentraciones a medida que avanza la maduracion del fruto, aunque
con relevantes excepciones. El conjunto de resultados obtenidos en este
trabajo constata el potencial que posee la FG para incrementar los

compuestos volatiles libres en frutos de tomate.

3.1.1. Caracterizacion de la fraccion volatil libre

La FVL del tomate esta formada por un complejo grupo de
compuestos volatiles (aldehidos, alcoholes, cetonas, ésteres, lactonas,
terpenos, hidrocarburos, acidos carboxilicos, sulfuros, compuestos
nitrogenados), que se forman tanto en el fruto intacto durante Ila
maduracion como al proceder a la ruptura de los tejidos celulares. La
influencia que sobre la FVL ejercen las practicas de pre- y post-cosecha, la
climatologia durante el cultivo, el estado de maduraciéon del fruto o el
potencial genético del material vegetal, ha sido objeto de multiples estudios
(para revision ver Baldwin et al., 2000). Los resultados obtenidos en este
trabajo confirman la existencia de una gran variabilidad en la composiciéon
de la FVL del tomate entre variedades. Los 24 compuestos detectados en
la FVL del tomate se encontraron en las 5 variedades estudiadas, p73,
Jorge, Durinta, Moneymaker (MM), y Raf (Tabla 7). De acuerdo con estos
resultados, las diferencias encontradas en la composicion de la FVL entre
las 5 variedades analizadas fueron principalmente cuantitativas. Las
variedades p73, Jorge, y Durinta comparten sus 3 compuestos mas
abundantes en la FVL, que por orden decreciente de magnitud, son cis-3-
hexenol, 1-hexanol, y guaiacol. En la variedad MM son, por orden
decreciente de magnitud, 3-metil-1-butanol, hexanal, y cis-3-hexenol. Y en
la variedad Raf, cis-3-hexenol, 3-metil-1-butanol, y bencil alcohol (Tabla 7).
Linalol, nerol, 2-isobutiltiazol, y p-ionona, se encuentran entre los

compuestos menos abundantes detectados en la FVL de estas 5
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variedades. Sin embargo, segun propuso Buttery (1993), un compuesto
volatil no tiene que ser necesariamente abundante para tener un impacto
significativo sobre el flavor del tomate. Este es el caso de la B-ionona y del
2-isobutiltiazol (Buttery, 1993), y debe ser también el caso del linalol y del
nerol, terpenos caracteristicos de los aceites esenciales de especias, flores
y frutas, y partes activas del aroma de muchas bebidas y alimentos
(Marais, 1983; Knudsen et al., 1993; Krumbein y Auerswald, 1998;
Burdock, 2002; Baldwin et al., 2004; Lewinsohn et al., 2005b).

De acuerdo con el analisis estadistico, la concentracién de la
mayoria de compuestos detectados en la FVL fue significativamente
diferente entre las variedades p73, Jorge, Durinta, MM, y Raf. Sélo la
concentracién de 2-etil-1-hexanol y de bencil alcohol no fue
significativamente diferente entre variedades. Por otro lado, sélo la
concentraciéon de 2-isobutiltiazol fue significativamente diferente entre las 5
variedades (Tabla 7). Este resultado coincide con la gran variacién de la
concentracion de 2-isobutiltiazol entre variedades de tomate descrita en la
bibliografia, donde también se sefala que esta variacion contribuye a las
diferencias de flavor percibidas entre variedades (Kazeniac y Hall, 1970;
Stevens, 1972). La mayor parte de las diferencias entre las FVLs de las
distintas variedades se encontraran entre la variedad p73, que es la unica
variedad no comercial utilizada en programas de transformacion genética,
y el resto de variedades, todas comerciales (Tabla 7).

Estos resultados muestran que la variedad es uno de los factores
que influye sobre la composicion de la FVL del tomate, y en particular
sobre la concentracién de los compuestos volatiles en ella presentes, lo
que coincide con lo expuesto previamente por otros autores (Stevens,
1972; Stevens et al.,, 1977; Stevens et al.,, 1979; Baldwin et al., 1991a;
Baldwin et al., 1991b; Langlois et al., 1996; Brauss et al., 1998; Berna et
al., 2004; Ruiz et al., 2005; Carbonell-Barrachina et al., 2006). Los

resultados obtenidos avalan la posibilidad de utilizar el perfil aromatico del
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tomate como una herramienta para la identificacion de las variedades, de
gran utilidad por ejemplo para la seleccidn de genotipos de mayor calidad
organoléptica en los programas de mejora genética (Baldwin et al., 1991a;
Baldwin et al., 1991b; Langlois et al., 1996; Brauss et al., 1998; Tandon et
al., 2003; Krumbein et al., 2004; Berna et al., 2004; Ruiz et al., 2005;

Carbonell-Barrachina et al., 2006; Serrano-Megias y Lopez-Nicolas, 2006).

a) Influencia del estado de maduraciéon

El estado de maduraciéon del fruto influye sobre la composiciéon
aromatica del mismo. En la bibliografia se ha descrito que la sintesis de
muchos de los compuestos volatiles derivados de la degradacién de los
lipidos, como son aldehidos y alcoholes, es dependiente del proceso de
maduracion en tomate (Yilmaz et al.,, 2002b). De hecho, una de las
principales causas de la baja calidad que se percibe en la mayoria de los
tomates comerciales es su recoleccion en un estado de maduracion
excesivamente temprano, principalmente por razones de transporte vy
comercializacion (Kader et al., 1977; Watada y Aulenbach, 1979; Stern et
al., 1994; Maul et al., 1998). Para estudiar la influencia de la maduracién
en el perfil aromatico del tomate, se llevé a cabo la caracterizacién de la
FVL de 2 variedades de tomate, especialmente relevantes econdmica y
organolépticamente, Moneymaker (MM) y Raf, en 3 momentos del proceso
de maduracion, V, P, y M.

En general, la concentracidn de los compuestos detectados en la
FVL aumenté a medida que avanzé la maduracion del fruto, alcanzando su
maximo nivel en el estado M (Tabla 10), lo que esta de acuerdo con otros
trabajos previos (Baldwin et al., 1991b; Buttery, 1993; Tieman et al., 2006).
Sin embargo, no todos los compuestos volatiles siguieron esta tendencia.
Algunos alcanzaron su maxima concentracion en el estado P, como 3-
metil-1-butanol, octanal, y bencil alcohol en la variedad MM. Otros,

tendieron a disminuir conforme avanzé la maduraciéon, alcanzando su
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maxima concentracién en el estado de maduracién V. Estos compuestos
fueron el trans-2-hexenal en ambas variedades, 2-etil-1-hexanol en la
variedad MM, y salicilato de metilo en la variedad Raf. Otros no
experimentaron cambios significativos en sus concentraciones durante el
proceso de maduracién del fruto, estos compuestos fueron el nerol y
decanal en ambas variedades, nonanal, salicilato de metilo, y 2-feniletanol
en la variedad MM, y 1-octanal, 2-etil-1-hexanol, y 3,5-dimetil benzaldehido
en la variedad Raf.

En la bibliografia se ha descrito la disminucién de eugenol (Baldwin
et al., 1991b), la ausencia de cambios significativos en la concentracion de
linalol (Gao et al., 2007), y el aumento de frans-2-hexenal (Kazeniac y Hall,
1970; Baldwin et al., 1991b; Tieman et al., 2006; Gao et al., 2007) durante
el proceso de maduracion de distintas variedades de tomate destinadas al
consumo en fresco. En nuestras condiciones experimentales, la
concentracién de eugenol y linalol tendié a aumentar, y la de trans-2-
hexenal a disminuir significativamente en alguin momento del proceso de
maduracién en las 2 variedades analizadas (Tabla 10). A pesar de que el
proceso de maduracién de los frutos, y en particular del tomate, ha sido un
fendmeno ampliamente estudiado, los datos cuantitativos que se
encuentran en la bibliografia en ocasiones son confusos o incluso
contradictorios. Por ejemplo, en la bibliografia se ha descrito tanto la
disminucién (Tieman et al., 2006) como el aumento (Baldwin et al., 1991b)
de 2-isobutiltiazol durante la maduracion, asi como la disminucion (Baldwin
et al., 1991b) y la ausencia de cambios significativos (Gao et al., 2007) en
la concentracion de eugenol durante la maduracion del tomate.

Los resultados de la caracterizacion de la FVL de las variedades MM
y Raf (Tabla 10) sugieren que la contribuciéon al aroma del 3-metil-1-
butanol en el estado de maduracion V es probablemente despreciable,

pues no fue detectado.
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Por otro lado, las diferencias significativas encontradas entre los
estados de maduracion V y P respecto al M, al representar la suma
ponderada de 7 de los 10 compuestos definidos por Buttery (1993) como
aquellos cuya mezcla a la concentracion adecuada reproduce de forma
aproximada el aroma del tomate troceado maduro (Figura 10), confirman
que estos compuestos (cis-3-hexenal, cis-3-hexenol, hexanal, 1-pentén-3-
ona, 3-metilbutanal, trans-2-hexenal, 6-metil-5-heptén-2-ona, salicilato de
metilo, 2-isobutiltiazol y p-ionona) son mas abundantes en la FVL del
tomate maduro, M.

Finalmente, de acuerdo con el analisis estadistico, el numero de
compuestos cuya concentracion en la FVL resulté significativamente
diferente entre las variedades MM y Raf aumentdé conforme avanzé la
maduracién (Figura 11, Figura 12, Figura 13). Entre las diferencias
encontradas en la composicion de la FVL de ambas variedades destaca la
concentracion significativamente superior de 2-isobutiltiazol y eugenol en la
FVL de la variedad MM en los estados de maduracién P y M, y la de linalol
y 2-feniletanol en la FVL de la variedad Raf en el estado de maduracién M.
Estos 4 compuestos son muy interesantes, de acuerdo con la bibliografia,
desde el punto de vista de su repercusion organoléptica para el tomate y la
variabilidad que se observa en su concentracion entre las variedades MM y
Raf podria contribuir a las diferencias sensoriales establecidas entre
ambas variedades. Los resultados de la comparacién de la composicion de
la FVL entre las variedades MM y Raf confirman la especificidad que
existe entre cada variedad de tomate y su FVL, mostrando ademas que
esta especificidad se hace aun mas marcada a medida que la maduracién

de los frutos avanza.
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b) Contribucién tedérica de cada compuesto volatil al aroma del
tomate a través del logaritmo de las unidades de olor (LogU)

El aroma de algunas frutas y verduras puede asociarse a un unico
compuesto volatii dominante, como es el caso de la banana (Musa
acuminata Colla) y el 3-metilbutil acetato (Marriott, 1980). Sin embargo, el
aroma final del tomate es el resultado de una mezcla compleja de
compuestos, entre los cuales sélo un numero limitado juega un papel
principal, y el resto aporta al aroma final notas mas sutiles (para revisiéon
ver Baldwin et al., 2000), pero que puede ser igualmente importante en la
calidad final. El logaritmo del cociente entre la concentracion de un
compuesto en el fruto y su umbral de percepcién en agua (LogU) se ha
postulado como una excelente herramienta para intentar abordar el
complejo aroma del tomate. El LogU permite estimar de forma tedrica la
contribucién individual de un compuesto volatil sobre el flavor final de un
alimento (ver apartado 2.2 de la Introduccién).

Los valores positivos de LogU obtenidos para hexanal, trans-2-
hexenal, octanal, cis-3-hexenol, decanal, guaiacol, y eugenol en la FVL de
las variedades p73, Jorge, Durinta, MM, y Raf (Tabla 8) sugieren que estos
compuestos pueden juegar un papel destacado en el aroma final de estas
variedades. Por otro lado, el LogU de 3-metil-1-butanol fue negativo en la
variedad Jorge, y el de 1-hexanol en las variedades Raf y MM, mientras
que en el resto de variedades ambos compuestos presentaron valores de
LogU positivos. Estas diferencias en el signo de LogU podrian ser
relevantes para explicar las diferencias sensoriales existentes entre las
variedades Raf y MM, y p73, Jorge, y Durinta.

En los 3 estados de maduracion considerados de las variedades MM
y Raf, se obtuvieron valores positivos de LogU (Tabla 11) para hexanal,
trans-2-hexenal, octanal, cis-3-hexenol, guaiacol, y eugenol en ambas
variedades, y para el decanal en la variedad Raf. Estos resultados apoyan

la hipétesis, sugerida por otros autores (para revision ver Baldwin et al.,
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2000), de que estos compuestos contribuyen de manera fundamental al
aroma final del tomate, y que ademas lo hacen en los 3 estados de
maduracion considerados. Por otro lado, los LogU de 6-metil-5-heptén-2-
ona y 1-hexanol en ambas variedades, y de 2-isobutiltiazol y decanal en la
variedad MM, evolucionaron desde valores negativos a positivos durante la
maduracién de los frutos. En la variedad Raf los valores de LogU de 2-
isobutiltiazol evolucionaron a cada vez menos negativos y los de decanal a
cada vez mas positivos, con la maduracion. Probablemente, 6-metil-5-
heptén-2-ona, 1-hexanol, 2-isobutiltiazol, y decanal juegan un importante
papel en el aroma final de estas variedades en el estado maduro, M. En
efecto, el 6-metil-5-heptén-2-ona y el 2-isobutiltiazol se encuentran en el
grupo de compuestos que reproducen el aroma del tomate troceado
maduro propuesto por Buttery (1993). Por otro lado, el 1-hexanol y el
decanal podrian ser compuestos particulares del estado de maduraciéon M
de las variedades MM y Raf. Contrariamente a la evolucién de estos
compuestos, el LogU del salicilato de metilo en la variedad Raf cambié su
signo de positivo a negativo, y en la variedad MM se hizo cada vez mas
negativo, a medida que avanzé la maduracién. Posiblemente, el salicilato
de metilo juega un importante papel en la percepcion del aroma a tomate
verde, y su pérdida puede ser importante en la conversion al aroma de
tomate maduro, especialmente de la variedad Raf, resultado que coincide
con otros trabajos previos (Gao et al., 2007). Aunque el salicilato de metilo
es uno de los 10 compuestos cuya mezcla reproduce el aroma del tomate
troceado maduro (Buttery, 1993), su concentracion en dicha mezcla es de
las mas bajas.

Los cambios observados en el signo de LogU durante la maduracion,
ya sean ascendentes o descendentes, contribuyen a comprender las
enormes diferencias aromaticas percibidas entre tomates maduros y
verdes. Por otro lado, las diferencias en el valor de LogU de distintos

compuestos volatiles entre las variedades MM y Raf sugieren la existencia
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de diferencias sensoriales entre ambas variedades. Finalmente, los
resultados de LogU obtenidos indicarian que tan sélo unos pocos
compuestos contribuyen de forma principal al aroma del tomate, en
concordancia con lo que ya ha sido descrito en la bibliografia (para revisién
ver Baldwin et al., 2000). El resto de componentes, muchos de ellos con
valor de LogU negativo, podria aportar notas de fondo, ciertas
caracteristicas varietales o, sencillamente, no tendrian ninguna influencia
significativa.

Al interpretar los resultados del calculo del LogU hay que tener en
cuenta las limitaciones de este parametro. Como simplificacion de un
sistema complejo, el LogU no considera las consecuencias sensoriales de
las multiples interacciones que pueden surgir entre los distintos
componentes de mezclas complejas (Lawless, 1986), incluyendo la propia
matriz del tomate (Tandon et al., 2000; Bezman et al., 2003; Plotto et al.,
2004; Ruiz et al., 2005), y en especial los componentes del flavor,
azucares, acidos, compuestos volatiles, y textura (Pétro-Turza, 1987;
Buttery, 1993; Malundo et al., 1995; Baldwin et al., 2000; Baldwin et al.,
2004).

Finalmente, a la hora de extraer conclusiones sobre la composicion
de la FVL del tomate, es importante tener en cuenta que la
homogeneizacién del tomate en zumo puede favorecer la formacion de
productos derivados de la oxidacién enzimatica. Ademas, esta capacidad
de oxidacion parece que aumenta con el estado de maduracién de los
frutos (Baldwin et al., 1991b). De manera que, aunque las muestras
utilizadas en este trabajo fueron procesadas con rapidez, la concentracién
de algunos compuestos pudo aumentar o disminuir como resultado de esta
manipulacién. Por ejemplo, el cis-3-hexenal es un componente clave en el
flavor del tomate, pero al mismo tiempo se trata también de un compuesto

altamente inestable (Buttery et al.,, 1987; Buttery et al., 1988a).
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Aparentemente isomeriza rapidamente a frans-2-hexenal durante los
procesos de preparacion y analisis de las muestras (Kazeniac y Hall, 1970;
Gray et al., 1999), de manera que el pico de frans-2-hexenal detectado por
GC-MS en este trabajo podria representar el contenido de cis-3-hexenal en
la muestra ya que la cantidad de frans-2-hexenal en el fruto intacto es
practicamente inapreciable (Riley y Thompson, 1998). Por otro lado, el cis-
3-hexenal se degrada con rapidez si los frutos se someten a bajas
temperaturas o a procesos de congelacion (Buttery et al., 1987; Buttery,
1993; Maul et al.,, 2000). Probablemente, en nuestras condiciones
experimentales, no se detectd cis-3-hexenal debido, por un lado, a la
isomerizacion cis-trans y, por otro, al uso de muestras de zumo de tomate
congeladas en los experimentos planteados. En consecuencia, quiza los
niveles de frans-2-hexenal detectados en este trabajo fueron también mas

elevados de lo que cabria esperar.

3.1.2. Caracterizacion de la fraccién glicosilada

Los estudios realizados durante las 2 ultimas décadas han
constatado la presencia de precursores de compuestos volatiles
glicosilados en el tomate, tanto fresco como procesado (Buttery et al.,
1990b; Marlatt et al., 1992; Buttery, 1993; Baldwin et al., 2000). Estos
aglicones no pueden ser percibidos por los receptores olfativos, y forman
parte de la denominada FG. En el presente estudio se ha caracterizacion la
FG de las variedades de tomate p73, Jorge, Durinta, Moneymaker (MM), y
Raf, tras hidrdlisis enzimatica mediante el preparado comercial AR2000, en
el estado de maduracién P, y posterior deteccion y cuantificacion de los
aglicones volatiles resultantes.

Los compuestos 1-heptanol, 2-etil-1-hexanol, 1-octanol, salicilato de
metilo, guaiacol, y 2-metoxi-4-vinilfenol se han descrito por primera vez

como parte de la FG del tomate (Tabla 9) en el presente trabajo.
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Entre los 32 aglicones detectados en la FG de las variedades p73,
Jorge, Durinta, Moneymaker (MM), y Raf tras la hidrélisis enzimatica de los
glicésidos (Tabla 9), se encuentran aldehidos, alcoholes, y terpenos. Los
aglicones mas abundantes, comunes a las 5 variedades analizadas, fueron
3-metil-1-butanol, frans-2-hexenal, bencil alcohol, y 2-feniletanol. El 2-
feniletanol ha sido descrito previamente en la bibliografia como uno de los
componentes mayoritarios en la FG del tomate (Marlatt et al., 1992).

Los resultados del analisis estadistico confirman la existencia de
diferencias, tanto cuantitativas como cualitativas, en la composicién de la
FG entre las diferentes variedades de tomate (Tabla 9). Desde un punto de
vista cuantitativo, sélo la concentracién de hexanal y de 1-hexanol no fue
significativamente diferente entre ninguna de las 5 variedades analizadas.
El aglicon mas abundante detectado en las variedades Jorge, Durinta, y
Raf fue el bencil alcohol. En la variedad p73 fue el 2-feniletanol. Y en la
variedad MM fue el trans-2-hexenal. En cuanto a las diferencias
cualitativas, los compuestos cis-3-hexenol, 3-octanona, octanal, nonanal,
decanal, y B-lonona sélo fueron detectados en las variedades MM y Raf.
Mientras que cis-4-decenal y 2-metoxi-4-vinilfenol lo fueron sélo en las
variedades p73, Jorge, y Durinta. La ausencia de 2-isobutiltiazol glicosilado
en la variedad Raf puede estar asociada a leves fluctuaciones del grado de
maduracién de los frutos en el momento del analisis, pues si fue detectado
en el estado de maduracién M de la misma variedad (Tabla 12).

El conjunto de resultados obtenidos a partir de la caracterizacién de
la FG, muestra, al igual que la caracterizacion de la fraccién volatil libre,
que la variedad de tomate tiene una importante influencia en la
composicion y abundancia de los glicésidos de compuestos volatiles del
tomate.

a) Influencia del estado de maduracién

La influencia del estado de maduracion sobre la composicion de la

FG de otros frutos, como el mango (Lalel et al., 2003) y la nectarina
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(Aubert et al., 2003), ha sido previamente descrita en la bibliografia. En
estos frutos se ha constatado que, en general, la concentracion de los
compuestos volatiles detectados en la FG tras hidrdlisis enzimatica, y en
particular la de los monoterpenoles y norisoprenoides C13, aumenta con el
estado de maduracion del fruto. Para analizar la influencia del estado de
maduracién del fruto sobre la composicién de la FG del tomate se llevé a
cabo la incubacion de extractos de la FG, extraida de las variedades MM y
Raf por ser variedades especialmente interesantes econémica vy
organolépticamente, en presencia del preparado enzimatico comercial
AR2000, en 3 momentos del proceso de maduracion del fruto, V, P, y M.
En general, la concentracion de los aglicones aument6 conforme
avanzo la maduracion, alcanzando su maximo en el estado M (Tabla 12).
Del analisis estadistico se desprende que algunos aglicones no
experimentaron cambios significativos en su concentracion durante la
maduracién, como el guaiacol en la variedad MM, y el trans-2-hexenal, 4-
metil-1-pentanol, 1-hexanol, 1-heptanol, trans-6xido de linalol, vy
benzaldehido en la variedad Raf. Aunque también se detectaron
compuestos cuya concentracién disminuyd, siendo mas abundantes en la
FG en el estado de maduracion V. Estos fueron el octanal, cis- y trans-
oxido de linalol, benzaldehido, linalol, y guaiacol en ambas variedades, y
de cis-3-hexenol y 2-etil-1-hexanol en la variedad Raf. Resulta
especialmente relevante la posibilidad de liberar en el estado V los
compuestos volatiles cis- y trans-6xido de linalool, benzaldehido, y linalol,
asociados a notas florales y frutales que, segun la biliografia, influyen
ademas sobre la sensacién de dulzor del fruto (Baldwin et al., 2004), ya
que, en general, tomates mas dulces son mejor aceptados (Malundo et al.,
1995). La posibilidad de liberar estos aglicones a la FVL del tomate en
estados de maduraciéon tempranos del fruto podria ser una forma de
mejorar la percepcion de un tomate de calidad por parte del consumidor sin

tener por ello que prolongar el tiempo de maduracién del fruto en la planta,
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con las consiguientes ventajas para su posterior distribucion vy
comercializacion.

Por otro lado, de acuerdo con el analisis estadistico, la variabilidad
que se observa en la composicion de la FG entre las variedades MM y Raf
durante el proceso de maduracién del fruto (Figura 15, Figura 16, Figura
17), confirma la especificidad que existe entre cada variedad de tomate y
su FG, especificidad que se hace aun mas marcada a medida que la
maduracién de los frutos avanza. Los aglicones linalol, salicilato de metilo,
nerol, geraniol, y 2-feniletanol fueron significativamente diferentes entre las
2 variedades en los 3 estados de maduracion considerados. Este resultado
sugiere que estos 5 compuestos podrian ser de ayuda a la hora de
distinguir entre las variedades MM y Raf, independientemente del estado

de maduracion en el que se encontraran los frutos.

3.1.3. Potencial aromatico de la fraccién glicosilada

La caracterizacién de la FG ha mostrado la existencia de compuestos
interesantes por su posible papel organoléptico positivo y que, por tanto,
puede ser una fuente natural de aroma con la que enriquecer la FVL, lo
que estd de acuerdo con otros trabajos previos (Buttery et al., 1990b;
Marlatt et al., 1992; Buttery, 1993; Baldwin et al., 2000). Sin embargo, el
alcance sensorial que puede tener la liberacién de los aglicones volatiles
no sélo es dependiente de la cantidad del compuesto glicosilado que
potencialmente pueda ser hidrolizado sino también de la cantidad de ese
mismo compuesto que ya se encuentre de forma natural en forma libre.

Resultan de especial interés los compuestos volatiles detectados
s6lo en forma glicosilada (4-metil-1-pentanol, 3-metil-1-pentanol, cis-6xido
de linalol, 6-metil-5-heptén-2-ol, trans-Oxido de linalol, benzaldehido, o-
terpineol, B-citronelol, geraniol, y 2-metoxi-4-vinilfenol), ya que su potencial
liberacion podria implicar un cambio cualitativo en la composicion de la

FVL del tomate. En particular, la liberacion del benzaldehido y de los
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terpenoles cis- y trans-oxidos de linalol, a-terpineol, B-citronelol, y geraniol,
podria suponer una mejora del flavor del tomate, puesto que, segun la
bibliografia, por un lado son compuestos que aportan notas florales y
frutales al aroma (Marais, 1983; Knudsen et al., 1993; Krumbein y
Auerswald, 1998; Burdock, 2002; Lewinsohn et al., 2005b), y por otro,
intensifican la sensacion de dulzor del fruto (Baldwin et al., 2004).

Por otro lado, la potencial liberacion de compuestos como 3-
octanona, octanal, 1-hexanol, cis-3-hexenol, nonanal, 2-isobutiltiazol, 1-
heptanol, decanal, cis-4-decenal, 1-octanol, guaiacol, o p-ionona,
minoritarios en forma glicosilada (Tabla 9) y mas abundantes en su forma
libre (Tabla 7), no es esperable que produjera un impacto significativo
sobre la FVL del tomate.

Los 9 compuestos cuyas concentraciones en el zumo de tomate,
fueron mayores en la FG que en la FVL (Figura 8) son especialmente
interesantes por su posible impacto cuantitativo sobre la FVL. Entre ellos
destacan por su trascendencia organoléptica, segun la bibliografia, el
trans-2-hexenal, linalol, nerol, bencil alcohol, 2-feniletanol, y eugenol. La
concentracioén de linalol podria aumentar en forma libre entre entre un 1400
% y un 2800 %, en funcion de la variedad, considerando la hidrdlisis total
de su precursor glicosilado. Este resultado esta de acuerdo con la mayor
abundancia de ciertos terpenoles, y particularmente de linalol (Baek vy
Cadwallader, 1999), en la FG respecto a la FVL en uva descrita en la
bibliografia (Gunata et al., 1988). El salicilato de metilo es otro de los
compuestos que destaca porque podria aumentar su concentracién en
forma libre entre un 40 % y 1200 %, en funciéon de la variedad. Sin
embargo, su aumento quizd no seria tan interesante para el flavor del
tomate como en los casos anteriores pues, segun la bibliografia, se trata
de un compuesto volatil caracteristico de estados inmaduros o verdes,

menos apreciados organolépticamente en tomate.

103



Capitulo |

a) Influencia del estado de maduracién

Los compuestos 4-metil-1-pentanol y 3-metil-1-pentanol en los
estados P y M, el trans-6xido de linalol en los estados V y P, y el cis-6xido
de linalol, 6-metil-5-heptén-2-ol, benzaldehido, a-terpineol, B-citronelol, y
geraniol en los estados V, P, y M, fueron detectados unicamente en forma
glicosilada en las variedades MM y Raf (Tabla 10 y Tabla 12). La liberacién
de estos compuestos implicaria un cambio cualitativo en la composicion de
la FVL. Entre ellos destacan el benzaldehido, y los terpenoles cis- y trans-
oxidos de linalol, geraniol, a-terpineol, y B-citronelol que han sido descritos
en trabajos anteriores por su contribucién con notas florales y frutales al
aroma y por potenciar la sensacién de dulzor del tomate, como ya se
comentd anteriormente.

Durante el proceso de maduracién, en la FG de las variedades MM y
Raf (Figura 18), resultan especialmente interesantes los mismos
compuestos cuyas concentraciones fueron mayores en forma glicosilada
que en forma libre en el estado de maduracién P de las variedades p73,
Jorge, Durinta, MM, y Raf (Figura 8). Destacan por su trascendencia
organoléptica el trans-2-hexenal, linalol, nerol, bencil alcohol, 2-feniletanol,
y eugenol. Los maximos aumentos en la concentracion en forma libre de
nerol, bencil alcohol, 2-feniletanol, y eugenol se alcanzarian en el estado
M. Su concentracion podria incrementarse hasta un 460 %, un 700 %, un
810 %, y un 1930 %, respectivamente. El maximo aumento que podria
alcanzar el trans-2-hexenal se conseguiria en el estado P, hasta un 1500
%. Si se liberara todo el linalol glicosilado el maximo aumento de su
concentracién en la FVL se conseguiria en el estado V, hasta un 6400 %.
Estos resultados muestran que el estado de maduracion en el que se
encuentran los frutos puede resultar muy relevante a la hora de establecer
el momento idéneo en el que realizar los tratamientos enzimaticos. Como
se ha demostrado, se puede conseguir la liberacidon de compuestos en el

estado de maduracion V del fruto que pueden contribuir a incrementar la
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percepcion a tomate maduro. Por otro lado, puesto que todos los estados
de maduracion se alcanzaron en planta, seria interesante estudiar ademas,
la influencia de la maduracién en planta o post-cosecha de los frutos, y las

posibles implicaciones en la composicion de las fracciones volatiles.

105



Capitulo Il

CAPITULO 2. EMPLEO DE GLICOSIDASAS PARA LA LIBERACION DE
COMPUESTOS VOLATILES GLICOSILADOS DEL TOMATE

La caracterizacion de la fraccion volatil del tomate, abordada en el
Capitulo 1, ha mostrado el potencial de la fraccion glicosilada (FG) como
una fuente natural para incrementar el aroma de este fruto. Para estudiar la
viabilidad de conseguir esta posible mejora organoléptica, asi como
informacion sobre los glicésidos, se planteé analizar la utilidad de ciertas
glicosidasas fungicas que ya se habian mostrado utiles en la hidrdlisis de
glicésidos en uva. Para ello se realizaron 2 tipos de experimentos. En
primer lugar ensayos de adicidon de estas actividades enzimaticas
directamente al zumo de tomate e incubacion a temperatura controlada
para medir el posible incremento en los componentes de la fraccién volatil
en el zumo. En segundo lugar se llevaron a cabo ensayos de adicion de
estos enzimas sobre extractos de los glicésidos de tomate en condiciones
tamponadas y a mayor temperatura para poder conocer los efectos que
estos enzimas pueden tener sobre los glicésidos del tomate en condiciones
de incubacién cercanas a las Optimas para las actividades analizadas, y
poder valorar los azucares resultantes tras la hidrdlisis con cada uno delos
enzimas o sus combinaciones. El conocimiento de los azucares ofrece
informacién sobre la composicién de los glicésidos y, por tanto, de las
actividades especificas que pueden ser de mayor utilidad en su hidrdlisis.
Sin embargo, es importante tener en cuenta que los compuestos volatiles
glicosilados que pueden resultar interesantes para el aroma final son sélo
una fraccion del total de compuestos glicosilados del tomate, como por
ejemplo norisoprenoides o muchos derivados fendlicos, por lo que no se
puede extraer una correlacién directa entre los azucares y los volatiles
liberados. Las actividades glicosidicas utilizadas en esta segunda parte se
encuentran entre las que posee el preparado enzimatico comercial

AR2000, ampliamente utilizado en investigaciones similares en otros
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frutos, particularmente en vino (Baek y Cadwallader, 1999; Aubert et al.,
2003), y del que nos servimos en el capitulo anterior para caracterizar la
FG del tomate. Los enzimas utilizados forman parte de la coleccion
recopilada por el grupo de investigacién en Enzimas y levaduras vinicas
del Departamento de Biotecnologia del Instituto de Agroquimica y
Tecnologia de los Alimentos (IATA-CSIC). Ademas, se dispone de su
caracterizacion bioquimica y de los genes clonados, por lo que su utilidad
como herramienta biotecnoldgica es particularmente relevante, tanto para
su posible produccion industrial como para abordar, en el futuro, la

creacion de transgénicos de tomate.

1. Produccién de extractos enriquecidos con las actividades BgIN,
Exg1, RhaA, y AbfB

Las actividades glicosidicas de origen fungico, como la fB-
glucosidasa, la a-L-arabinofuranosidasa, o la a-L-ramnosidasa, han sido
objeto de multiples estudios por su potencial aplicacion en la mejora del
aroma del vino (Sarry y Gunata, 2004). Las cepas de Saccharomyces
cerevisiae de origen vinico transformadas genéticamente en el IATA para
sobreexpresar los genes que codifican la actividad p-glucosidasa de
Candida molischiana -BgIN (Sanchez-Torres et al., 1998), la exoglucanasa
de S. cerevisiae -Exg1 (Gil et al., 2005), la a-L-ramnosidasa de Asperqgillus
aculeatus -RhaA (Manzanares et al., 2003) y la a-L-arabinofuranosidasa de
Aspergillus niger -AbfB (Sanchez-Torres et al., 1996), han sido utilizadas
con éxito en el proceso de vinificacion en laboratorio para hidrolizar los
glicésidos presentes en el mosto y en el vino.

Para los primeros ensayos de incubacion de los enzimas BgIN y
Exg1 en zumo de tomate se utilizaron los enzimas producidos previamente
en este laboratorio a partir de las cepas de levadura T;3/YCB3s vy

T3/YCEXG1a, respectivamente, segun la metodologia descrita en
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Materiales y Métodos consistente en concentrar hasta obtener los
extractos enriquecidos con esas actividades y precipitar los enzimas.

Para producir los enzimas glicosidicos BgIN, Exg1, RhaA, y AbfB en
cantidad suficiente para llevar a cabo el resto de experimentos se utilizaron
las cepas de S. cerevisiae T73/YCB3s, T7a/YCEXG1a, T73/YRS8, y T73/YCA,,
respectivamente. La metodologia utilizada se basé en la diferente
localizacion de las actividades enzimaticas producidas por las distintas
cepas asi como en las propiedades bioquimicas de los enzimas (Apartado
2 de Materiales y Métodos). Tras el crecimiento de las respectivas cepas
de levadura en medio YPD, se midi6 la actividad de cada uno de los
enzimas a partir del sobrenadante del lavado de las células con NaCl 1M, y
directamente del sobrenadante del medio de cultivo. En el sobrenadante
de los medios de cultivo de las distintas cepas se obtuvo mas del 90 % de
la actividad total de los enzimas Exg1, AbfB, y RhaA, pero menos del 20
% de la actividad BgIN, que se localizdé preferentemente en las células.
Estos resultados confirman la localizacion de BgIN principalmente en la
pared celular de la levadura (Sanchez-Torres et al., 1998), y que los
enzimas Exg1, AbfB, y RhaA son principalmente secretados al medio de
cultivo por las cepas productoras (Sanchez-Torres et al., 1996;
Manzanares et al., 2003; Gil et al., 2005).

La Figura 19 muestra los valores de actividad del enzima BgIN
obtenido tras elucion en columna cromatografica a partir del sobrenadante
de lavados de las células con NaCl 1M. Se define 1 unidad de actividad
(Uenz) como la cantidad de enzima que libera 1umol de pNP por minuto a
30 °C en tampon Mcllvaine 75 mM pH 5. En la Figura 19 se observa como
las mismas células de la cepa productora de BgIN se lavaron hasta 9
veces consecutivas obteniendo siempre niveles apreciables de actividad f3-

glucosidasa, en el sobrenadante de dichos lavados.
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Figura 19. Actividad B-glucosidasa del enzima BgIN medida en las 5 fracciones
cromatogréaficas.

La Figura 20 muestra los valores de actividad de los enzimas Exg1,

RhaA, y AbfB, obtenidos tras la concentracion del sobrenadante del medio
de cultivo.
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Figura 20. Actividad de los enzimas Exg1, AbfB, y RhaA medida en las sucesivas
fracciones cromatograficas. La fraccion 1 resulté de eluir con 10 mL, y el resto con 5 mL.

Para definir las condiciones de almacenamiento que garantizaran la
mayor estabilidad de los enzimas durante el transcurso de los
experimentos se midid la actividad de todos los extractos, con y sin
filtracion (0.45 um), tras una semana de conservacion a 4 °C y -20 °C. A

partir de los resultados obtenidos se decidi6 filtrar todos los extractos y
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conservar a -20 °C los enzimas BgIN, Exg1, y AfbB, y a 4 °C RhaA. A los
extractos de los enzimas AbfB y RhaA también se les midié la actividad B-
glucosidasa, obteniendo respectivamente un 0.39 % y un 0.24 % respecto
a su actividad principal.

En la Tabla 13 se recoge la actividad enzimatica de las fracciones
utilizadas en los experimentos de adicion de glicosidasas al zumo de

tomate (Exp1), y al extracto de los glicésidos de tomate (Exp2).

Tabla 13. Actividad enzimatica (mUen/mL) de las fracciones utilizadas en los posteriores
experimentos.

Enzima Actividad Exp1 Exp2
BgIN B-glucosidasa 205.7 2550
Exg1 B-glucosidasa 556.8 _

RhaA o-ramnosidasa 724.9 745.3
AbfB o—arabinosidasa 868.7 2928

Exp1: experimento de adicion de glicosidasas al zumo de tomate. Exp2: experimento de

adicion de glicosidasas al extracto de glicésidos. Se define 1 unidad de actividad (Uenz)

como la cantidad de enzima que libera 1umol de pNP por minuto a 30 °C en tampén

Mcllvaine 75 mM pH 5.

2. Efecto de la adicién de los enzimas BgIN y Exg1 al zumo de las
varidades de tomate p73, Jorge, y Durinta (Ortiz-Serrano y Gil,

2007)

Los enzimas BgIN y Exg1 poseen actividad B-glucosidasa capaz de
hidrolizar el enlace B-1,4-glicosidico y por tanto de liberar el aglicon unido
al residuo de glucosa. La capacidad de estas actividades enzimaticas para
liberar compuestos volatiles en el vino ha sido previamente descrita
(Genoves et al., 2003; Gil et al., 2005). En primer lugar se evalué el efecto
de estos 2 enzimas en la liberacion de compuestos volatiles a partir del
zumo de tomate al ser esta una aproximacién mas simple, tanto
tecnolégica como metodologicamente, que la adicion de mezclas de
enzimas, mas dirigida a la hidrélisis de diglicosidos. Como sustrato se

escogié el zumo extraido de las variedades p73, Jorge, y Durinta, en

110



Capitulo Il

estado de maduracion pintén (P). Las muestras de zumo (3 mL), con y sin
enzimas anadidos, se incubaron a 15 °C durante 6 dias.

La Tabla 14 muestra la concentracion de los 24 compuestos, por
orden de elucién cromatografica, detectados en la FVL de las variedades
p73, Jorge, y Durinta tras la incubacién sin adicién de enzima (BLC), en
presencia de BgIN (BGLN), y en presencia de Exg1 (EXG1), asi como las
diferencias estadisticamente significativas entre los 3 tratamientos

analizados.

Tabla 14. Concentracion (ug/L) de los compuestos voldtiles detectados tras la incubacién
de los zumos extraidos de las variedades p73, Jorge, y Durinta sin adicion de enzima
(BLC), con adicion de BgIN (BGLN), y de Exg1(EXG1).

p73 Jorge Durinta

Compuestos

BLC BGLN EXG1 BLC BGLN EXG1 BLC BGLN EXG1
Hexanal 610.7a 5784a 5455a 169.5a 166.9a 191.1b 149.1a 172.0a 185.0a
3-Metil-1-butanol 1065 a 1377 b 1057 a 313.1a 4453b 3141a 5106a 611.3b 507.1a
trans -2-hexenal 6948a 7456a 6774a 6890a 63.26a 7285a 43.27a 3956a 4505a
3-Octanona 0.666a 0.630a 0.582a 1283 a 1.303a 1.301a 1.522b 1.400a 1.467 ab
Octanal 0.997a 0.942a 0.895a 0.866a 0.843a 0.877a 2125a 2.058a 2463a
6-Metil-5-hepten-2-ona 354.7a 3548a 3384a 1711a 16.87a 19.01a 1299a 11.92a 13.18a
1-Hexanol 154.7a 33.75a 41.07a 910.5a 8494a 943.1a 665.5a 611.3a 7214a
cis -3-hexenol 151.9a 178.7a 158.8a 2350 ab 2158 a 2387 b 1797 a 1694 a 1765 a
Nonanal 0.264a 0.290a 0.266a 0.198a 0.179a 0.272a 0.380a 0.236a 0.362a
2-Isobutiltiazol 5587a 5934a 5.669a 0.949a 1.110ab 1.466b 0.498a 0.459a 0.593a
1-Heptanol 3.930a 5451a 5.019a 6.487a 7.008a 6.734a 7.392a 8.207a 7.697a
2-Etil-1-hexanol 5.742a 1092b 6.939a 1494a 2193a 2287a 6.081a 8370a 6.872a
Decanal 0.175a 0.132a tr 0.162a 0.106a tr 0.214b 0.123a 0.149a
cis-4-decenal tr tr tr 0.257a 0.220a 0.259a 0.569a 0.383a 0.469a
Linalool 4122a 5855b 4.504a 0.702a 0.802a 0.863a 0.734a 0.868a 0.767a
1-Octanol 1.058a 1.177a 1.091a 5717 ab 5156a 5.962b 7.832b 6.303a 6.978a
Salicilato de metilo 3413a 3221a 3158a 3.386a 3.340a 4.508b 1.327a 1538a 1.523a
Nerol 1.851a 1.993a 1.712a 1924a 1463a 1.561a 0.962a 1.115a 1.485b
3,5-Dimetil benzaldehido 3.807a 3.525a 3.498a 3115a 3.389a 3.616a 2922a 3.055a 3.074a
Guaiacol 2622 a 2918a 2671 a 530.5b 242.7a 3448a 387.7b 212.8a 288.5ab
Bencil alcohol 4571a 3484a 4204a 358.1a 266.5a 2932a 592.3b 3741a 3959a
2-Feniletanol 150.5a 2189 ¢ 1031 b 3516 a 2335 b 2195 b 1548a 1803 ¢ 1415 b
B-lonona 1.856b 1.275a 1.474a 0.504a 0.285a 0.497a 0.821a 0.432a 0.695a
Eugenol 166.8a 214.2b 1622a 1214a 1789b 2756¢ 10.00a 6.026a 9.524 a

tr: concentracion < 0.1 pg/L.

Diferentes letras para cada compuesto indican diferencias significativas entre los 3
tratamientos dentro de cada variedad segun el Test de Tukey’'s HSD aplicado con un
intervalo de confianza del 95% a 3 repeticiones.

Los compuestos volatiles detectados se encuentran entre los citados
en la bibliografia como componentes de la FVL del tomate (Buttery et al.,
1990a; Marlatt et al., 1992; Buttery, 1993; Langlois et al., 1996; Krumbein y

Auerswald, 1998; Baldwin et al., 2000) y coinciden con los identificados
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como componentes de la FVL de las variedades p73, Jorge, y Durinta
(Tabla 7).

De acuerdo con el analisis estadistico se desprende que la
concentracién de 16 compuestos mostraron diferencias significativas entre
alguno de los 3 tratamientos analizados. En el caso del cis-3-hexenol y del
1-octanol en la variedad Jorge las diferencias sélo se observaron entre los
zumos incubados en presencia de BgIN y de Exg1, pero no respecto al
BLC. En el resto de compuestos, las diferencias encontradas se tradujeron
en aumentos o disminuciones significativas de sus concentraciones en la
FVL, con respecto al BLC.

En la Figura 21, se muestra la concentracion de los 10 compuestos
volatiles que aumentaron significativamente en la FVL, con respecto al
BLC, tras la incubacion del zumo extraido de las variedades p73, Jorge, y
Durinta en presencia de los enzimas, BgIN y/o Exg1. Estos compuestos
fueron el hexanal, 3-metil-1-butanol, 2-isobutiltiazol, 2-etil-1-hexanol, cis-4-
decenal, linalol, salicilato de metilo, nerol, 2-feniletanol, y eugenol. Los
aumentos observados se dieron mayoritariamente en las variedades Jorge
y p73, y su cuantia oscilé entre un 13 % de incremento del hexanal en la
variedad Jorge incubada con Exg1, y un 1354 % de incremento del 2-
feniletanol en la variedad p73 incubada con BgIN, respecto al BLC.

La concentracion de 3-metil-1-butanol en las 3 variedades, y la de 2-
etil-1-hexanol y linalol en la variedad p73, aumenté significativamente sélo
en los zumos incubados en presencia de BgIN. Mientras que la
concentracion de hexanal, 2-isobutiltiazol y salicilato de metilo en la
variedad Jorge, y la de nerol en la variedad Durinta, aumenté solo en los
zumos incubados con adicion de Exg1. La concentracion de 2-feniletanol y
eugenol aumento significativamente tras incubacién del zumo tanto con
adicién de BgIN como de Exg1, aunque la magnitud de cada aumento varié

en funcién de la variedad considerada.
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Figura 21. Concentracion de los compuestos volatiles que aumentaron significativamente

tras la incubacion de los zumos de las variedades p73, Jorge, y Durinta en presencia de
con un intervalo de confianza del 95% a 3 repeticiones. Barras en blanco para el zumo

incubado sin enzima (BLC), barras con rayas diagonales para el tratamiento con BgIN, y

BgIN y/o Exg1. *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001
barras con rombos para el tratamiento con Exg1.
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Asi, en las variedades p73 y Durinta el aumento de 2-feniletanol fue
mayor tras incubacion en presencia de BgIN, y en la variedad Jorge no se
observaron diferencias significativas entre los aumentos obtenidos tras
incubacién con ambos enzimas. Su concentracion experimentd los
mayores aumentos detectados por un componente de la FVL, resultando
entre 6.2 y 14.5 veces superior en los zumos incubados con enzimas que
en los BLCs. Ademas, el 2-feniletanol, fue el Unico compuesto que
aumentdé su concentracibn en la FVL en las 3 Vvariedades
independientemente del enzima empleado. El aumento de eugenol en la
variedad Jorge fue mayor tras incubacion con Exg1, mientras que en la
variedad p73 su concentracién sélo aumenté tras incubacién en presencia
de BgIN.

Tras la incubacién del zumo extraido de las variedades p73, Jorge, y
Durinta en presencia de los enzimas BgIN y Exg1 también se observaron
algunas disminuciones que resultaron estadisticamente significativas en
las concentraciones de 6 componentes de la FVL (Figura 22). Estos
compuestos fueron la 3-octanona, decanal, 1-octanol, guaiacol, bencil
alcohol, y B-ionona. La cuantia de estas disminuciones oscilé entre el 8 %
de la 3-octanona en el zumo de la variedad Durinta incubada con BgIN, y el
54 % de guaiacol en el zumo de la variedad Jorge incubado también con
BgIN. En los zumos de la variedad p73 se registré una disminucién de -
ionona debida a la incubacion en presencia de Exg1 6 BgIN. En la variedad
Jorge sélo se detectd la disminucién significativa de la concentracion de
guaiacol, igualmente registrada tras la incubacion con Exg1 6 BgIN. En el
zumo de la variedad Durinta se registré la disminucion significativa de 5

compuestos, 3-octanona, decanal, 1-octanol, guaiacol, y bencil alcohol.
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Figura 22. Concentracion de los compuestos volatiles que disminuyeron significativamente
tras la incubacion de los zumos de las variedades p73, Jorge, y Durinta en presencia de
BgIN y/o Exg1. X p < 0.05 segun el Test de Tukey’'s HSD aplicado con un intervalo de
confianza del 95% a 3 repeticiones. Barras en blanco para el zumo incubado sin enzima
(BLC), barras con rayas diagonales para el tratamiento con BgIN, y barras con rombos para
el tratamiento con Exg1.

Como ya se coment6 en el Capitulo 1, el logaritmo del cociente entre
la concentracion de un compuesto volatil en el fruto y su umbral de
percepcion en agua (LogU) resulta una excelente herramienta para estimar
la contribucion individual teérica de un compuesto sobre el flavor final de

un alimento. La Tabla 15 muestra los LogU de los compuestos detectados
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tras 6 dias de incubacién a 15 °C en presencia de BgIN y Exg1. Los LogU
se calcularon utilizando los umbrales de percepcion en agua citados en la
bibliografia.

Tabla 15. LogU de los compuestos volatiles detectados tras la incubacion del zumo extraido

de las variedades p73, Jorge, y Durinta sin adicion de enzima (BLC), con adicién de BgIN
(BGLN), y de Exg1 (EXG1).

Compuestos Umb'a_"de ] p73 Jorge Durinta
Percepcion (*) BLC BGLN EXG1 BLC BGLN EXG1 BLC BGLN EXG1
Hexanal 45" 2133 2109 2.084 1576 1569 1.628 1520 1582  1.614
3-Metil-1-butanol 250 0629 0741 0626 0.098 0251 0.099 0310  0.388  0.307
trans -2-hexenal 17@ 1611 1642 1.600 0.608 0571  0.632 0.406 0367 0.423
3-Octanona 28 @ 1624 -1.648 -1.682 41339 -1.332 -1.333 -1.265 -1.301 -1.281
Octanal 0.7% 0.154 0.129 0.107 0.092 0.081 0.098 0.482 0468  0.546
6-Metil-5-hepten-2-ona 50 0.851 0.851 0.830 -0.466 -0.472 -0.420 -0.585 -0.623 -0.579
1-Hexanol 500 0510 -1.171 -1.085 0260 0230 0.276 0.124  0.087  0.159
cis-3-hexenol 70@ 0.336 0.407 0.356 1526 1489 1533 1410  1.384  1.402
Nonanal 1@ -0.578 -0.537 -0.575 0703 -0.747 -0566  -0420 -0.628 -0.442
2-Isobutiltiazol 350 0.203 0229 0.209 0567 -0.499 -0.378  -0.847 -0.882 -0.771
1-Heptanol 425 @ 2034 -1.892 -1.928 -1.816 -1.783 -1.800  -1.760 -1.714 -1.742
2-Etil-1-hexanol 270000 ® 4672 -4.393 -4.590 4257 -4090 -4.072 -4.647 -4509 -4.504
Decanal 0.1® 0.243  0.121 tr 0.209  0.026 tr 0.331  0.091 0174
cis-4-decenal -
Linalool 6" -0.163 -0.011 -0.125 0932 -0.874 -0.842  -0913 -0.839 -0.893
1-Octanol 110 2017 -1.971 -2.004 1284 <1329 -1266  -1.148 -1.242 -1.198
Salicilato de metilo 40" 0.931 0.906 0.897 -1.072  -1.078 -0.948 1479 1415  -1.419
Nerol 300 © 2210 -2.178 -2.244 2193 2312 -2.284 -2.494 2430 -2.305
3,5-Dimetil benzaldehido -
Guaiacol 3@ 2942 2988 2.950 2248  1.908  2.060 2111 1.851  1.983
Bencil alcohol 10000 © -1.340 -1.458 -1.376 1446 -1574 -1533 1227 1427  -1.402
2-Feniletanol 1000 0.823 0.340 0.013 0454 0368 0.341 -0.810 0.256  0.151
B-lonona 4® -0.333 -0.496 -0.434 -0.900 -1.147 -0.905 -0.688 -0.967 -0.760
Eugenol 6% 1444 1553 1432 1306 1475 1.662 0.222  0.002  0.201

UP: Umbral de percepciéon de cada compuesto en agua (ug/L). (*) Referencia bibliografica:
(*) Referencia bibliografica: Buttery, 1993 (V; Buttery et al., 1971 ®; Buttery et al., 1988 ®);
Pino y Mesa, 2006 (4); Fazzalari, 1978 (5); Ohloff, 1994 ® tr- concentracion < 0.1 ug/L.
Como consecuencia de los aumentos experimentados por la
concentracién de 2-feniletanol en la FVL tras la incubaciéon del zumo en
presencia de BgIN y Exg1, en cualquiera de las 3 variedades analizadas,
el signo de su LogU cambié desde valores negativos en el BLC a positivos
tras la incubacién en presencia de los enzimas. No ocurrié lo mismo con
los 6 compuestos cuyas concentraciones disminuyeron tras la incubacién
en presencia de BgIN y/o Exg1l. A pesar de ser estadisticamente
significativas, estas disminuciones no se tradujeron en cambios en el signo
del LogU entre el BLC y los zumos incubados con los enzimas. Por su

posible repercusiéon favorable en el aroma resulta interesante sefialar que
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el linalol obtuvo un valor de LogU muy préximo a cero tras incubar el zumo

de la variedad p73 con BgIN.

3. Experimentos de adicion de actividades glucosidasa, ramnosidasa,
y arabinosidasa al zumo de tomate en distintos estados de

maduracion

Los experimentos de adicién de distintas actividades glicosidicas al
zumo de tomate se definieron en base a que, en primer lugar, la incubacion
del zumo de tomate con las actividades enzimaticas BgIN y Exg1 dio lugar
a incrementos significativos de algunos componentes de la FVL. Estos
incrementos tienen la importancia de ser obtenidos con la intervencién de
una unica actividad enzimatica, lo que supone, de cara a una posible
aplicacion biotecnoldgica, una aproximacion mas simple y asequible que el
empleo de 2 6 mas enzimas. En segundo lugar, dado que el perfil de
azucares detectados tras la caracterizacion del extracto de glicosidos del
tomate mostré cantidades significativas de ramnosa, arabinosa, y xilosa
(Capitulo 1, Figura 14), se realizaron experimentos de incubacion en
presencia de las actividades arabinosidasa y ramnosidasa junto con
actividades glucosidasa para conocer si la utilizacion de estos enzimas,
solos o en combinacién, podian incrementar la concentracion de los
componentes de la FVL. Para llevar a cabo estos experimentos, se utilizé
el zumo extraido de las variedades Moneymaker (MM) y Raf, en los
estados de maduracién V, P, y M. Y se incubé durante 6 dias a 20 °C con
los enzimas glicosidicos BgIN (B-glucosidasa de Candida molischiana),
Exg1 (exoglucanasa de Saccharomyces cerevisiae), RhaA (o-L-
ramnosidasa de Aspergillus aculeatus) y AbfB (a-L-arabinofuranosidasa de
Aspergillus niger), individualmente y en combinaciones, BgIN+RhaA,
BgIN+AbfB, BgIN+RhaA+AbfB, Exg1+RhaA, Exg1+AbfB, y
Exg1+RhaA+AbfB.
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La Tabla 16 y la Tabla 17 muestran las concentraciones de todos los
compuestos detectados en los 3 estados de maduracion en las variedades
MM vy Raf, respectivamente. Los compuestos volatiles identificados se
encuentran entre los citados en la bibliografia como componentes de la
FVL del tomate, y coinciden con los compuestos identificados como
componentes de la FVL de las variedades MM y Raf (Capitulo 1, Tabla 10),
excepto por la ausencia de decanal y B-ionona, y por la presencia de cis-
oxido de linalol y geraniol, si que fueron detectados, estos 2 ultimos, en la
FG (Capitulo 1, Tabla 12). Del andlisis estadistico se desprende que 10
compuestos volatiles de la FVL de la variedad MM y otros 10 compuestos
de la variedad Raf, incrementaron significativamente su concentracion tras
incubaciéon con alguno de los extractos enzimaticos analizados o con
mezclas de los mismos. Por otro lado, también se detect6 la disminucién
significativa de hexanal y salicilato de metilo en la variedad MM, y de

hexanal, octanal, nonanal, y salicilato de metilo en la variedad Raf.
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Tabla 16. Concentracion (ug/L) de los compuestos voldtiles detectados tras la incubacién
del zumo extraido de la variedad Moneymaker sin adicion de enzimas (BLC), y en presencia
de los enzimas BgIN, Exg1, RhaA, y AbfB, individualmente y combinados.

Tratamiento Enzimatico Tukey
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 95%
87.26 87.55 77.84 58.93 80.40 58.64 68.06 59.69 61.29 69.18 61.21 8.815
1331 1337 1318 1295 1326 1317 1300 1279 1298 1206 1217 73.34
4381 4382 4468 4838 4241 4550 4477 4632 4361 4257 4611 388.1

Compuesto / Maduracién BLC

1-Hexanal

107.1 86.15 58.16 639.1 86.15 798.5 60.65 834.4 669.7 64.56 657.4 63.40
394.9 490.8 4327 618.9 417.6 749.3 4818 767.6 717.0 480.0 726.0 75.28
975.8 1125 1172 1493 1002 1733 1102 1770 1735 1107 1690 103.7

3-Metil-1-butanol

170.4 173.2 1826 202.0 171.7 201.3 1859 206.2 197.3 177.4 196.3 17.44
1649 1694 1628 1653 1680 1728 1697 1692 1701 1639 1632 51.96
1517 1658 1560 1582 1443 1606 1659 1661 1552 1527 1569 114.5

trans -2-hexenal

0.619 0.565 0.445 1.016 0.454 0.684 0.389 0.993 1.161 0.487 0.911 0.175

3-Octanona 1.083 1.333 1.588 1.711 1.290 1.663 1.037 2.002 2.020 1.336 2074 0.583
1.053 0935 1.252 1.375 1.073 1414 1.086 1.565 1.497 1.155 1.824  0.339
4505 4413 3829 3.181 4.161 4.353 3.698 3.815 2938 3.667 3.760 0.978
Octanal 3.119 3.314 2869 2.842 3.258 3.155 3.144 3.076 2937 3.172 3.141 0.360

2.803 2253 2410 2656 1.793 3.683 2015 4.306 4.603 2.288 3.264 1.257

nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd
10.78 10.65 12.92 1258 10.93 11.58 11.93 10.97 11.25 10.83 10.42 2.083
120.8 96.84 94.48 1239 1024 1122 1154 120.7 119.8 104.7 113.7 22.29

6-Metil-5-hepten-2-ona

24.31 2442 2482 33.69 23.73 36.67 26.19 38.53 36.38 26.92 37.11 2.981
100.4 102.0 103.4 102.0 103.2 106.2 1036 106.3 106.0 1024 102.8 7.054
750.6 8246 7752 8145 8383 830.1 8152 8545 819.1 7432 814.2 68.47

1-Hexanol

147.9 1432 156.6 1514 150.9 1394 1473 159.0 161.7 1457 1654 12.61
497.6 481.4 488.6 490.7 452.0 470.7 440.8 466.4 4545 4509 4481 86.14
839.1 885.1 867.1 851.0 853.2 8574 860.5 893.3 856.6 840.1 865.0 40.33

cis -3-hexenol

1.428 1.369 1.327 1.341 1292 0983 0.988 1.352 1485 1.190 1.520  0.380
2.630 2129 2699 2520 2.326 2482 2269 2149 2209 1.864 2126 0475
2.558 2292 2235 2635 2259 2421 2072 2431 2423 2186 2.571 2.287

Nonanal

nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd
1.183 1.001 1.223 1.304 1.180 1.339 1.050 1.051 1.088 1.019 1.100  0.322
12.63 12.87 12.67 1236 1219 1269 1265 1292 1258 1221 1240  0.641

2-Isobutiltiazol

42.90 4157 36.64 34.64 4846 3279 3742 3586 31.86 4242 28.12 9.299
7213 3453 4042 3420 33.27 27.93 2490 3212 29.12 27.75 34.49 23.89
42.86 57.02 46.42 5257 5528 69.76 46.83 68.02 67.24 42.68 54.46 26.74

cis-6xido de linalool

12.35 13.16 1079 11.93 1143 8365 9.459 16.59 15.17 10.12 15.75 2.903
15.82 18.04 20.74 17.65 24.84 1863 1523 2234 19.56 16.74 18.10 9.267
17.11 17.51 16.13 2329 16.11 1496 4276 21.12 19.63 10.85 20.90 15.83

1-Heptanol

16.86 19.87 17.52 16.52 17.88 19.21 2229 21.07 20.50 19.07 18.70 2435
10.64 1413 1257 1239 1149 1518 13.84 1531 13.55 1277 13.23 1.338
18.15 20.34 18.14 20.02 18.07 23.15 21.35 2473 24.81 1842 2344  4.005

2-Etil-1-hexanol

cis -4-decenal

Linalool 3.683 5976 3.951 4.543 4514 7.570 6.951 7.862 5.308 4.679 5.097 1.723
4.986 9426 6.302 5.680 5.816 9.440 9.329 9947 6.818 6.416 6.304 2.654
4.521 4740 4.623 4.098 4.585 4.909 4.463 4.859 4580 4.973 4.456 0.372
1-Octanol 4.468 4.699 5395 4.755 4.664 4.856 5.229 4.654 4.965 4.763 4.739 0.492

T 27 217K 27 2T 27T 2171 217 279 27K 2707 217K 27 21071 2101 < 21T
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Tratamiento Enzimatico Tukey
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 95%
7.464  8.524 7.442 4.628 7.495 6.052 8.112 5.662 5.609 7.366 5.304  0.520
160.5 1614 163.2 170.3 166.3 171.7 163.2 167.3 167.7 154.0 157.7 11.15
4.669 5.937 5.243 3.781 4.730 5.256 6.148 5.627 4.248 4.911 4377 0.550

Compuesto / Maduracién BLC

Salicilato de metilo

9.248 9.790 9.461 9.888 9.367 10.21 9.463 10.17 10.13 9.829 9.740 0.689
18.56 18.94 1837 19.11 18.88 19.39 1850 19.02 19.35 18.26 18.65 0.592
13.45 15.83 14.57 13.37 1347 1479 16.36 1524 1436 14.19 13.87 1.052

Nerol

2265 2452 2433 5295 2490 5963 2791 5209 4.760 2500 5.050 0.570
8.722 9.119 8557 9.108 9.194 10.12 9.565 9.835 9.094 9.124 9.056 1.067
8.955 10.75 9.952 1248 9.368 11.32 1048 11.72 7.838 10.31 11.99 3.128

3,5-Dimetil benzaldehido

2239 2211 2395 2069 2281 21.13 2358 20.88 2155 2333 2168 2210

Geraniol 34.50 36.33 36.34 37.03 37.07 38.58 36.27 37.98 40.83 36.04 38.92 4.691
23.92 31.07 27.04 19.45 26.02 2514 2842 2546 2416 2572 21.11 6.342
214.9 2279 2129 2453 2184 233.8 2171 2428 197.0 2289 196.5 40.48
Guaiacol 254.8 307.4 2459 3471 3184 3352 3085 2951 369.2 276.2 320.4 81.78

234.2 232.6 200.6 184.7 223.0 201.2 2723 2143 1884 2154 184.1 55.37

1549 1667 1691 1931 1543 1766 1478 1719 1700 1676 1713 236.6
2579 2652 2747 2983 2701 2737 2810 2583 2733 2340 2566 524.4
1841 2073 2052 1638 1810 1931 2166 2001 1808 1892 1580 229.8

Bencil alcohol

2101 2254 2248 2774 1951 3222 1927 3421 2950 236.8 2925 4290

2-Feniletanol 488.2 6271 586.7 5351 556.0 664.8 499.2 4918 530.3 507.4 5251 131.2
232.5 4328 290.6 3154 2651 497.7 468.2 576.3 367.3 266.1 366.2 56.92
83.62 79.97 89.20 89.16 88.73 9445 93.64 8831 93.90 96.67 87.71 20.67
Eugenol 94.78 98.39 1246 9440 1651 1534 1293 1209 129.1 1221 1179 50.38

TIT< 2T 2T 2K 2T T 2K 2TL

94.28 110.0 1019 92.05 99.28 103.6 94.68 1021 104.7 98.86 98.41 17.22

BLC (Zumo incubado sin enzimas afiadidos). Tratamientos enzimaticos: 1 (Zumo+BgIN), 2
(Zumo+Exg1), 3 (Zumo+RhaA), 4 (Zumo+AbfB), 5 (Zumo+BgIN+RhaA), 6 (Zumo+AbfB), 7
(Zumo+BgIN+RhaA+AbfB), 8 (Zumo+Exg1+RhaA), 9 (Zumo+Exg1+AbfB), 10
(Zumo+Exg1+RhaA+AbfB).

En rojo concentraciones que aumentaron significativamente, y en azul
concentraciones que disminuyeron significativamente, tras incubacion con algun
tratamiento enzimatico respecto al BLC, segun el Test de Tukey’'s HSD aplicado con un
intervalo de confianza del 95% a 3 repeticiones, para cada uno de los estados de
maduracion considerados, V, P, y M.

nd: compuesto no detectado; tr: concentracion < 0.1 pg/L.
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Tabla 17. Concentracion (ug/L) de los compuestos volatiles detectados tras la incubacion
del zumo extraido de la variedad Raf sin adicion de enzimas (BLC), y en presencia de los
enzimas BgIN, Exg1, RhaA, y AbfB, individualmente y combinados.

Tratamiento Enzimatico Tukey
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 95%
188.9 80.20 93.80 143.6 1328 149.2 73.70 151.2 146.1 1271 101.2 50.11
2037 1922 2056 1967 2016 2008 2007 2022 1922 1860 1963 394.1
3875 3820 3784 4144 3637 3846 3439 4200 4122 3524 4086 378.1

75.74 73.83 51.38 630.4 87.10 791.5 8209 828.8 766.3 58.16 731.7 7277
174.5 284.1 230.1 3921 2264 4579 3026 504.9 455.0 2471 5071 108.0
322.2 370.8 359.7 902.3 3221 977.9 3454 1059 991.0 3346 979.4 86.25

Compuesto / Maduracién BLC

1-Hexanal

3-Metil-1-butanol

2752  284.7 1841 3403 1949 3429 3034 3338 3183 256.7 2004 9517
2981 2863 2960 2904 2965 2986 2996 3011 2900 2885 2946 586.9
2435 2532 2383 2558 2319 2633 2385 2697 2576 2366 2605 127.0

0.747 0.636 0.913 0.849 0.524 0.845 0.462 0.737 0.814 0.593 1.207  0.317

trans -2-hexenal

3-Octanona 0.912 0.831 0.743 1.101 0.816 1.366 0.804 1.341 1.410 0.931 1.396  0.564
0.848 0.865 1.050 1.266 0.836 1.226 0.898 1.234 1.683 0.863 1.386  0.446
4.563 3.688 1.472 3.137 3.213 3.129 3.404 3.197 3.867 1.911 2.259 1.278
Octanal 2.447 2932 2519 2993 3.031 3.527 2971 3.739 3.034 3.385 4.046 1.555

2.834 2.883 3.005 3.717 3.034 4.761 3.195 4.815 3.298 2575 3.748 0.791

nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd
9.585 8.733 9.214 8.159 8.222 8.316 6.865 8.813 8.089 8.666 9.726  3.906
73.74 7451 7862 8286 76.06 76.56 76.67 80.72 85.68 75.55 84.02 12.43

65.62 99.00 74.62 7520 7241 7451 1331 7843 77.28 78.34 9220 18.00
130.7 121.0 1312 1291 131.8 1328 1313 134.8 128.0 1259 1325 35.44
503.3 524.8 4957 507.0 4827 509.6 507.8 519.5 516.0 491.5 504.2 20.92

6-Metil-5-hepten-2-ona

1-Hexanol

382.5 382.0 381.0 430.6 333.1 403.1 354.6 467.4 4273 3916 4115 56.17
606.4 609.2 6428 6083 661.8 659.7 647.1 6825 648.0 602.2 650.2 174.0
1088 1111 1079 1146 1052 1125 1065 1141 1133 1054 1102 69.78

cis -3-hexenol

0.796 0.656 0.585 0.575 0.772 0.877 0.721 0.991 0.714 0.663 0.709  0.252
1.078 1471 1149 1254 1636 1.441 1294 1.849 1.647 1255 1300 0.789
2.421 2285 2946 1.131 2441 1.868 2148 2925 2751 2221 2680 0.474

nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd
0.219 0.246 0.212 0.151 0.258 0.215 0.214 0.460 0.214 0.169 0.168  0.216
3148 3332 3683 3245 3250 3305 3215 3690 3591 2809 3403 0.385

44.35 35.05 39.64 44.83 40.16 32.68 38.07 30.42 2897 3579 31.08 19.69
58.57 33.79 2567 43.90 62.35 4249 36.27 44.61 4798 29.86 38.05 29.83
43.09 51.27 43.72 4757 46.05 57.056 5042 68.35 56.39 34.34 53.79 19.55

Nonanal

2-Isobutiltiazol

cis-6xido de linalool

14.11 14.65 12.83 23.87 1446 1156 14.88 1224 16.35 12.87 17.67 6.152
27.01 13.02 30.65 1256 12.90 1946 16.70 16.75 17.58 17.62 13.91 14.62
15.83 17.72 16.53 2043 17.58 12.56 16.88 21.27 20.84 1557 2185 4284
27.28 4212 2444 20.71 31.02 2241 2402 2491 2532 26.12 27.84 12.71
13.44 20.62 17.64 3152 1564 23.12 1641 2242 2587 1431 17.37 16.47
23.53 18.63 28.99 2044 1878 23.51 4559 26.62 2272 16.91 2284 23.49

1-Heptanol

2-Etil-1-hexanol

0.065 tr tr 0.173 0.109 0.285 0.110 0.275 0.212 tr 0.251 0.062
cis-4-decenal 0.235 0.192 0.249 0.178 0.252 0.224 0.220 0.208 0.236 0.220 0.176 0.113
0.063 tr tr 0.143 tr 0.201 tr 0.177 0.137 tr 0.168 0.024
3.269 15.03 3.819 4.088 4.216 13.01 16.15 14.06 5.053 4.082 5.432 1.810
Linalool 4.067 6.568 4.365 4.284 4.548 8.244 7.603 8.408 5.675 4.933 5.989 2.098
6.225 8.782 5754 5926 5.725 9.391 8.801 10.41 6.704 6.213 6.925 2.265
4.189 4.083 4.154 4684 4.196 5.036 3.716 4.925 4.760 4.420 4.116  4.189
1-Octanol 3.704 3.892 4.258 4.341 4.055 4.367 3.803 4.458 3.923 3.816 4.255 1.332

T 2T 2T 2T 2T 2T 2T 2T 2T 2T 2TV T 2TV 2T 2T 2TL

5.151 4919 4917 5608 5.197 5.604 4.636 6.638 5915 5209 5749 0.512
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Tratamiento Enzimatico Tukey
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 95%
9.868  12.69 11.78 5241 9.857 7.868 12.41 7.673 8.980 12.98 8.972 0.898
10.03  16.29 10.92 11.87 1040 21.14 17.23 21.48 13.08 10.56 13.75 4.328
18.80 2417 1839 13.37 17.78 17.60 23.72 18.18 13.47 18.30 13.03 0.970

34.44 35.26 36.22 3524 3528 3583 37.70 3552 3569 36.61 3592 2.402
17.03 16.10 17.17 1711 17.64 18.34 17.26 18.65 17.34 16.81 17.61 5.275
11.76 1428 13.17 11.67 12.88 1245 14.04 1311 1256 11.35 12.19 2.348

Compuesto / Maduracién BLC

Salicilato de metilo

Nerol

0.862 0912 0.797 2.760 0.897 2.865 0.732 2.766 2.184 1.373 1.928 0.510
6.274 6.286 6.446 6.446 7.111 7.215 7.012 7.551 6.929 7.282 7.229 2.533
10.16 10.19 9.254 11.28 9.387 9.769 9.466 11.16 10.93 9.090 11.12 1.403

3492 3640 3523 3286 3802 36.06 34.87 3566 3425 4047 36.52 4.194

3,5-Dimetil benzaldehido

Geraniol 18.67 17.49 19.30 1991 21.51 23.19 20.58 2295 2195 19.14 20.89 6.531
27.20 3170 2552 2554 2852 2358 3372 26.11 2541 26.12 25.50 3.440
230.7 2309 226.4 188.4 2483 2573 266.5 250.7 234.3 294.8 248.7 42.78
Guaiacol 306.7 204.9 2655 353.7 3974 380.2 3252 3155 3052 2375 3447 199.3

243.5 242.8 224.4 2445 2246 247.7 2359 2614 276.2 230.1 268.8 35.94

1535 1386 1465 1639 1472 1906 1396 1729 1733 1457 1728 286.3
2966 2066 2462 3138 3429 3212 2440 3121 2622 2198 2728 1225
1683 1724 1581 1976 1609 1867 1772 1924 1926 1532 2021 2211

188.2 189.7 161.8 2721 1612 357.1 196.7 362.9 2726 2157 319.5 57.75

Bencil alcohol

2-Feniletanol 482.6 529.1 5525 6189 7410 7919 6834 900.0 6849 5150 6475 306.5
485.2 586.4 504.3 6240 4472 6286 5814 697.4 719.3 513.0 5442 102.2
66.62 7582 73.35 79.53 8449 80.87 86.59 88.86 97.99 7830 86.73 20.67
Eugenol 148.6 128.3 163.1 175.0 177.0 1874 1717 180.8 1844 1404 1537 79.33

TIT< 2T 2T 2T 2T 2T 2K 2T

9115 9330 81.15 107.3 8322 1039 86.13 1133 93.25 81.56 107.8 2276

BLC (Zumo incubado sin enzimas afiadidos). Tratamientos enzimaticos: 1 (Zumo+BgIN), 2
(Zumo+Exg1), 3 (Zumo+RhaA), 4 (Zumo+AbfB), 5 (Zumo+BgIN+RhaA), 6 (Zumo+AbfB), 7
(Zumo+BgIN+RhaA+AbfB), 8 (Zumo+Exg1+RhaA), 9 (Zumo+Exg1+AbfB), 10
(Zumo+Exg1+RhaA+AbfB).

En rojo concentraciones que aumentaron significativamente, y en azul
concentraciones que disminuyeron significativamente, tras incubacion con algun
tratamiento enzimatico respecto al BLC, segun el Test de Tukey's HSD aplicado con un
intervalo de confianza del 95% a 3 repeticiones, para cada uno de los estados de
maduracion considerados, V, P, y M.

nd: compuesto no detectado; tr: concentracion < 0.1 pg/L.

A continuacion se describen los efectos de las incubaciones con las
actividades enzimaticas arabinosidasa, ramnosidasa, y glucosidasa, solas
o en combinacion, sobre la FVL de las variedades de tomate MM y Raf en

funcion del estado de maduracion.

3.1. Tratamientos enzimaticos en la variedad Moneymaker

La concentracion de 10 compuestos volatiles aumentd

significativamente en la FVL de la variedad Moneymaker (MM), con

122



Capitulo Il

respecto al zumo incubado sin enzimas (BLC), tras incubacion con alguno
de los 10 tratamientos enzimaticos analizados (BgIN, Exg1, RhaA, AbfB,
BgIN+RhaA, BgIN+AbfB, BgIN+RhaA+AbfB, Exg1+RhaA, Exg1+AbfB, y
Exg1+RhaA+AbfB), y en alguno de los 3 estados de maduracion
considerados (Figura 23 y Figura 24). Estos compuestos fueron el 3-metil-
1-butanol, trans-2-hexenal, 3-octanona, 1-hexanol, 2-etill-1-hexanol, linalol,
nerol, 3,5-dimetil benzaldehido, salicilato de metilo, y 2-feniletanol. La
concentracién del salicilato de metilo también disminuy6 significativamente
en el estado de maduracion V, como se vera en detalle mas adelante
(Figura 24).

La cuantia de estos aumentos oscil6é entre un 14 % y un 679 % con
respecto al BLC, en funcién del compuesto, del tratamiento enzimatico, y
del estado de maduracion considerados. El 3-metil-1-butanol fue el
compuesto que experimenté mayores aumentos en la variedad MM, entre
un 53 % en el estado de maduracion M tras la incubacién con RhaA, y un
679 % en el estado V en presencia de BgIN+RhaA+AbfB. El linalol y el 3,5-
dimetil benzaldehido también experimentaron grandes aumentos, entre un
106 % en el estado P y un 191 % en el estado V en presencia de
BgIN+RhaA para el linalol, y entre un 110 % con adicién de Exg1+RhaA y
un 163 % en presencia de BgIN+RhaA en el estado V para el 3,5-dimetil
benzaldehido. La 3-octanona y el 2-feniletanol aumentaron en menor
cantidad, entre un 60 % en el estado V tras la incubacién con adicion de
BgIN+RhaA+AbfB y un 88 % en el estado V en presencia de Exg1+RhaA
para la 3-octanona, y entre un 53 % en el estado V en presencia de
Bgln+RhaA y un 148 % en el estado M en presencia de BgIN+RhaA+AbfB
para el 2-feniletanol. Los aumentos experimentados por el 1-hexanol, 2-
etil-1-hexanol, nerol (Figura 23), y salicilato de metilo (Figura 24) fueron
los menores, oscilando entre un 14 % en el estado V tras la incubacion con
BgIN para el salicilato de metilo y un 44 % en el estado P con
BgIN+RhaA+AbfB para el 2-etil-1-hexanol.
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Figura 23. Concentracion de los compuestos volatiles que aumentaron significativamente
tras la incubacion del zumo extraido de la variedad Moneymaker en presencia de los
enzimas BgIN, Exg1, RhaA, y AbfB, individualmente y combinados, segun el Test de
Tukey’s HSD aplicado con un intervalo de confianza del 95 % a 3 repeticiones. *p < 0.05
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respecto al zumo incubado sin adicién de enzimas o blanco (BLC).

(Continua)
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Todos estos compuestos aumentaron su concentracidon tras la
incubacién enzimatica del zumo extraido de la variedad MM en el estado
de maduracion V, excepto el nerol que lo hizo solo en el M. La
concentraciéon de los compuestos 2-etil-1-hexanol y linalol aumentd,
significativamente con respecto al BLC, ademas en el estado P, y la de 3-
octanona, salicilato de metilo, y 2-feniletanol aumenté también en el M. La
concentracién del 3-metil-1-butanol aumento, significativamente con
respecto al BLC, en los 3 estados de maduracién, alcanzando su maximo
aumento en el estado V. El aumento experimentado por los compuestos 3-
octanona, 1-hexanol, linalol, y 3,5-dimetil benzaldehido también fue
maximo en el estado V. Mientras que el del salicilato de metilo (Figura 24),

nerol, y 2-feniletanol lo fue en el estado M, y el del 2-etil-1-hexanol en el P.

Salicilato de metilo
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Figura 24. Aumentos (*) y disminuciones (X) significativas de la concentracion del salicilato
de metilo tras la incubacién del zumo extraido de la variedad Moneymaker en presencia de
los enzimas BgIN, Exg1, RhaA, y AbfB, individualmente y combinados, segun el Test de
Tukey’s HSD aplicado con un intervalo de confianza del 95 % a 3 repeticiones. X, *p < 0.05
respecto al zumo incubado sin adicién de enzimas o blanco (BLC).
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El 3-metil-1-butanol aumenté siempre tras incubacion en presencia
de RhaA, individualmente o combinado. Tras la incubacién del zumo con
adicion de RhaA también se observaron aumentos en la concentracion de
3-octanona, 1-hexanol, y 3,5-dimetil benzaldehido en el estado V.

Tras la incubacidon del zumo con los tratamientos enzimaticos Exg1,
AbfB y su combinacion, Exg1+AbfB, no se observaron aumentos
significativos en la concentracion de ninguno de los compuestos. Tras
incubacion en presencia de las combinaciones Exg1+RhaA vy
Exg1+RhaA+AbfB la concentracion de 3-metil-1-butanol, 3-octanona, 1-
hexanol, 3,5-dimetil benzaldehido, y  2-feniletanol aumento
significativamente. Ademas, la incubacién con adicion de Exg1+RhaA
aumento6 también la concentracion del 2-etil-1-hexanol en el estado P.

La incubacion en presencia de los enzimas BgIN y BgIN+AbfB
produjo aumentos significativos en la concentracién de 2-etil-1-hexanol,
linalol, salicilato de metilo, nerol, y 2-feniletanol. Ademas, mientras que la
incubacién con BgIN dio lugar a aumentos en la concentracion de 2-etil-1-
hexanol solo en el estado P, BgIN+AbfB la aumentd también en el estado
V, siendo éste el unico tratamiento enzimatico que lo consiguio. El
tratamiento enzimatico del zumo con la combinacidn enzimatica
BgIN+RhaA dio lugar a aumentos en la concentracion de los mismos 6
compuestos que aumentaron tras la incubacidn en presencia de BgIN o de
RhaA individualmente. Estos compuestos fueron el 3-metil-1-butanol, 1-
hexanol, 2-etil-1-hexanol, linalol, 3,5-dimetil benzaldehido, y 2-feniletanol.
El aumento conseguido en los 6 compuestos recién mencionados tras
incubacién con BgIN+RhaA fue siempre superior al conseguido
individualmente con cada enzima, BgIN o RhaA, aunque las diferencias no
fueron significativas. En general, los aumentos experimentados por la
concentracién de linalol se produjeron tras incubacion en presencia del
enzima BgIN, individualmente o combinado. Por ultimo, fue la adicion de la

combinacion BgIN+RhaA+AbfB la que dio lugar a aumentos significativos
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en la concentracion de un mayor numero de compuestos en la variedad
MM, siendo la cuantia de estos aumentos la mayor para 6 de los 10
compuestos que experimentaron aumentos significativos (Figura 23 vy
Figura 24).

Tras incubar el zumo extraido de la variedad MM con alguno de los
10 tratamientos enzimaticos analizados también se constataron
disminuciones en la concentracién de salicilato de metilo (Figura 24) y de

hexanal (Figura 25) que llegaron a ser significativas.

120 Hexanal
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Figura 25. Disminuciones significativas de la concentracion del hexanal tras la incubacion
del zumo extraido de la variedad Moneymaker en presencia de los enzimas BgIN, Exg1,
RhaA, y AbfB, individualmente y combinados, segun el Test de Tukey’'s HSD aplicado con
un intervalo de confianza del 95 % a 3 repeticiones. X p < 0.05 respecto al zumo incubado
sin adicién de enzimas o blanco (BLC).

La concentracion de salicilato de metilo disminuyd significativamente
en la variedad MM en el estado de maduracién V tras la incubacion en
presencia del enzima RhaA, ya fuera individualmente o combinado (Figura
24). Su concentracion disminuyé entre un 19 % tras incubacién en
presencia de BgIN+RhaA y un 38 % con RhaA, con respecto al BLC. La
concentracion de hexanal disminuyo significativamente en el estado de
maduracion V tras la incubacién en presencia de todas las combinaciones
enzimaticas analizadas excepto de BgIN, Exg1, y AbfB (Figura 25). La

cuantia de estas disminuciones oscilé entre un 20 % de descenso tras la
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incubacién con Exg1+AbfB y un 33 % en presencia de BgIN+RhaA, con

respecto al BLC.

3.2. Tratamientos enzimaticos en la variedad Raf

Tras la incubacién del zumo de la variedad Raf, en los 3 estados de
maduracién considerados, con alguno de los 10 tratamientos enzimaticos
analizados se registro el incremento significativo de la concentracion de 10
compuestos volatiles en la FVL, con respecto al zumo incubado sin
enzimas (BLC) (Figura 26 y Figura 27). Estos compuestos fueron el 3-
metil-1-butanol, trans-2-hexenal, octanal, 1-hexanol, cis-4-decenal, linalol,
1-octanol, 3,5-dimetil benzaldehido, salicilato de metilo, y 2-feniletanol. La
concentraciéon de salicilato de metilo, en los estados de maduracion Vy M,
y de octanal, en el estado V, ademas disminuyé significativamente, como
se tratara en detalle mas adelante (Figura 27).

La cuantia de estos aumentos oscilé entre un 11 % y un 994 % con
respecto al BLC, en funcién del compuesto, del tratamiento enzimatico, y
del estado de maduracion considerados. Al igual que en la variedad MM, el
3-metil-1-butanol fue también en la variedad Raf el compuesto que
experimenté los mayores aumentos, entre un 125 % en el estado de
maduracién P en presencia de RhaA, y un 994 % en el estado V con
BgIN+RhaA+AbfB. Los compuestos 1-hexanol, cis-4-decenal, linalol, y 3,5-
dimetil benzaldehido también experimentaron grandes aumentos, que
oscilaron entre un 103 % en el estado V con adicion de BgIN+AbfB para el
1-hexanol, y un 394 % en el estado V en presencia de BgIN+ADbfB para el
linalol. La concentracién de trans-2-hexenal, octanal (Figura 27), 1-octanol,
y 2-feniletanol aumentd en menor cuantia, entre un 11 % en el estado M
con BgIN+RhaA+AbfB para el frans-2-hexenal, y un 93 % en el estado V
con adicion de BgIN+RhaA+AbfB para el 2-feniletanol.
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Figura 26. Concentracion de los compuestos volatiles que aumentaron significativamente
tras la incubacion del zumo extraido de la variedad Raf en presencia de los enzimas BgIN,
Exg1, RhaA, y AbfB, individualmente y combinados, segun el Test de Tukey’s HSD aplicado
con un intervalo de confianza del 95 % a 3 repeticiones. *p < 0.05 respecto al zumo
incubado sin adiciéon de enzimas o blanco (BLC).

(Continua)
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Por otra parte, el salicilato de metilo (Figura 27) aumenté en gran

el estado V con adicion de Exg1+AbfB.

cuantia en el estado P, un 111 % tras incubacion con BgIN+RhaA y un 114
% con BgIN+RhaA+AbfB, y en los estados V y M el aumento fue menor,

entre un 19 % en el estado V en presencia de Exg1 y un 31 % también en

Todos estos compuestos aumentaron su concentracion en el estado

hicieron sélo en el estado M.
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Figura 27. Aumentos (*) y disminuciones (X) significativas de la concentracion del salicilato
de metilo y del octanal tras la incubacion del zumo extraido de la variedad Raf en presencia
de los enzimas BgIN, Exg1, RhaA, y AbfB, individualmente y combinados, segun el Test de
Tukey’s HSD aplicado con un intervalo de confianza del 95 % a 3 repeticiones. X, *p < 0.05
respecto al zumo incubado sin adicion de enzimas o blanco (BLC).

Los compuestos cis-4-decenal y 2-feniletanol aumentaron su
concentraciéon ademas en el estado M, y linalol en el estado P. El 3-metil-1-
butanol (Figura 26) y el salicilato de metilo (Figura 27) experimentaron
aumentos significativos en su concentracion en los 3 estados de
maduracién considerados, alcanzando su maximo en el estado de
maduraciéon V y P, respectivamente. EI aumento experimentado por los

compuestos 1-hexanol, cis-4-decenal, linalol, 3,5-dimetil benzaldehido, y 2-
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feniletanol también fue maximo en el estado V, mientras que el del trans-2-
hexenal, octanal, y 1-octanol lo fue en el estado M. La concentracion de 3-
metil-1-butanol aumentd siempre tras incubacion en presencia del enzima
RhaA, individualmente o combinado. En la variedad Raf, la incubaciéon con
RhaA, solo o combinado, también dio lugar a aumentos en las
concentraciones de cis-4-decenal, 3,5-dimetil benzaldehido, y 2-feniletanol.

Como en el caso de la variedad MM, en la variedad Raf la incubacion
en presencia de Exg1, AbfB y de su combinacién, Exg1+AbfB, tampoco dio
lugar a aumentos significativos, con respecto al BLC, en la concentraciéon
de ninguno de los compuestos. Excepto para el salicilato de metilo, cuya
concentracion en el estado V aumenté un 19 %, con respecto al BLC, tras
la incubacién con adicion de Exg1, y un 31 % con Exg1+AbfB (Figura 27).
Tras incubacion en presencia de las combinaciones enzimaticas
Exg1+RhaA y Exg1+RhaA+AbfB aumentaron los mismos 4 compuestos
volatiles que también aumentaron en presencia de RhaA: 3-metil-1-
butanol, cis-4-decenal, 3,5-dimetil benzaldehido, y 2-feniletanol.

La incubacion en presencia de BgIN y BgIN+AbfB aumentd
significativamente, con respecto al BLC, la concentracion de linalol en el
estado V (Figura 26), y la de salicilato de metilo en los estados V y M
(Figura 27). Tras incubacioén en presencia de BgIN+AbfB también aumenté
la concentracion de 1-hexanol en estado V, siendo la Unica combinacion
enzimatica que lo consiguid. La incubacion en presencia de BgIN+RhaA
dio lugar a aumentos significativos en la concentracién de los compuestos
3-metil-1-butanol, octanal, cis-4-decenal, linalol, salicilato de metilo, 3,5-
dimetil benzaldehido, y 2-feniletanol. El aumento de 3-metil-1-butanol en el
estado V y el de cis-4-decenal en el estado M tras incubacion en presencia
de BgIN+RhaA fue significativamente superior al conseguido con RhaA. Al
igual que en la variedad MM, la concentracion de linalol aumento siempre
tras incubacién en presencia del enzima BgIN, individualmente o

combinado. Por ultimo, en la variedad Raf, también fue la incubacién en
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presencia de la combinacion de enzimas BgIN+RhaA+AbfB la que dio lugar
a aumentos significativos, con respecto al BLC, en la concentracion de un
mayor numero de compuestos, siendo la cuantia de estos aumentos la
mayor para 7 de los 10 compuestos que experimentaron aumentos
significativos (Figura 26 y Figura 27).

Tras incubar el zumo extraido de la variedad Raf en presencia de los
10 tratamientos enzimaticos analizados también se constataron
disminuciones que llegaron a ser significativas en la concentracién de
salicilato de metilo en los estados de maduracion V y M, de octanal en el
estado V (Figura 27), de hexanal en el estado V, y de nonanal en el estado
M (Figura 28).
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7 == Zumo+BgIN+RhaA+AbfB
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Figura 28. Disminuciones significativas de la concentracion del hexanal y del nonanal tras
la incubacién del zumo extraido de la variedad Raf en presencia de los enzimas BgIN, Exg1,
RhaA, y AbfB, individualmente y combinados, segun el Test de Tukey's HSD aplicado con
un intervalo de confianza del 95 % a 3 repeticiones. X p < 0.05 respecto al zumo incubado
sin adicién de enzimas o blanco (BLC).
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La concentracion de salicilato de metilo disminuyo significativamente
en los estados de maduracién V y M tras incubacion con adicion de RhaA,
individualmente o combinado con BgIN en el estado V y con Exg1 en el
estado M (Figura 27). En el estado V, su concentracion disminuyo un 47 %,
un 20 %, y un 22 % tras incubacion en presencia de RhaA, BgIN+RhaA, y
BgIN+RhaA+AbfB, respectivamente. Y en el estado M, un 29 %, un 28 %, y
un 31 %, con respecto al BLC, tras incubacion con RhaA, Exg1+RhaA, y
Exg1+RhaA+AbfB, respectivamente.

La concentracidon de octanal en el estado de maduracion V (Figura
27), disminuy6 un 68 % y un 58 % tras incubacién con adicion de Exg1 y
de Exg1+AbfB, respectivamente, y en el estado de maduracion M un 53 %
tras incubacion con RhaA. El octanal fue el Unico compuesto volatil que
experimentd disminuciones significativas tras incubacion en presencia de
Exg1. El hexanal en el estado V de la variedad MM (Figura 25) y el octanal
en el estado V de la variedad Raf (Figura 27) fueron los Unicos compuestos
que disminuyeron significativamente con respecto al BLC tras incubacién
en presencia de Exg1+AbfB.

Al igual que en la variedad MM, la concentracién de hexanal en la
variedad Raf disminuyé significativamente en el estado de maduracion V
(Figura 28), un 58 % tras incubacién con BgIN y un 61 % con BgIN+AbfB.

3.3. Efecto global sobre la fraccion volatil libre

Con el objetivo de poder valorar el incremento total de compuestos
de la FVL tras las incubaciones con las distintas mezclas enzimaticas se
calculé la suma de las concentraciones ponderadas, respecto al zumo
incubado sin enzima (BLC), de todos los compuestos volatiles identificados
en la FVL de las variedades Moneymaker (MM) y Raf (Figura 29). Esta
suma ponderada se obtuvo otorgando el valor de referencia 1 para cada
componente en el BLC y calculando el valor proporcional para el resto de

mezclas enzimaticas. De esta forma la suma total no esta influenciada por
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los 6rdenes de magnitud de las concentraciones respectivas de cada
componente, y refleja mejor los incrementos totales alcanzados en la FVL.
Ademas, al sumar de forma ponderada la contribucién de todos los
componentes puede llegar a verse con mayor claridad efectos
estadisticamente significativos que podrian pasar desapercibidos en el
estudio individual de cada componente.

Del analisis estadistico se desprende que la suma total ponderada de
los componentes de la FVL (Figura 29) aumentd significativamente tras la
incubacion en presencia de RhaA, individualmente y combinado en los
estados de maduracion V, P, y M de la variedad MM, y en el V y M de la
variedad Raf. Esta suma total alcanzé sus mayores aumentos tras
incubacién con adicion de BgIN+RhaA+AbfB, y particularmente en el
estado de maduracion V.

La contribuciéon ponderada a la composicion de la FVL aumenté entre
un 134 % y un 156 % en la variedad MM, y entre un 120 % y un 197 % en
la variedad Raf, en funcidon de la mezcla enzimatica y del estado de
maduracion considerado. En el estado V, la suma total ponderada aumenté
significativamente un 134 %, un 149 %, un 156 %, un 139 %, y un 138 %
tras incubacion con RhaA, BgIN+RhaA, BgIN+RhaA+AbfB, Exg1+RhaA, y
Exg1+RhaA+AbfB, respectivamente, en la variedad MM. El incremento fue
de un 160 %, un 192 %, y un 197 % tras incubacion en presencia de RhaA,
BgIN+RhaA, y BgIN+RhaA+AbfB, respectivamente, en la variedad Raf. En
el estado P, esta suma total aument6 un 127 % y un 129 % en presencia
de BgIN+RhaA y de BgIN+RhaA+AbfB, en la variedad MM. En el estado M,
la suma total ponderada aumenté un 123 %, un 126 %, y un 130 % en la
variedad MM, tras incubacién con adiciéon de BgIN+RhaA, BgIN+AbfB y
BgIN+RhaA+AbfB. Tras la incubacion en presencia de RhaA, BgIN+RhaA,
BgIN+RhaA+AbfB, Exg1+RhaA, y Exg1+RhaA+AbfB, los incrementos
fueron de un 120 %, un 129 %, un 144 %, un 130 %, y un 125 %,

respectivamente, en la variedad Raf.
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Figura 29. Suma ponderada de todos los compuestos volatiles identificados en los estados
de maduraciéon V, P, y M tras la incubacién del zumo extraido de las variedades
Moneymaker y Raf en presencia de los enzimas BgIN, Exg1, RhaA, y AbfB, individualmente
y combinados, segun el Test de Tukey's HSD aplicado con un intervalo de confianza del 95
% a 3 repeticiones. *p < 0.05 respecto al zumo incubado sin adicién de enzimas o blanco
(BLC).
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4. Analisis de la composicion de los glicésidos

El analisis de la composicién de los glicésidos del tomate se llevo a
cabo a través del analisis cromatografico de los aglicones volatiles y de los
azucares liberados tras la hidrdlisis enzimatica de los extractos de
glicésidos extraidos de las variedades Moneymaker (MM) y Raf en los
estados de maduracion V, P, y M. Los extractos se incubaron durante 48 h
a 40 °C. Los enzimas utilizados fueron BgIN (B-glucosidasa de Candida
molischiana), RhaA (a-L-ramnosidasa de Aspergillus aculeatus), y AbfB (a-
L-arabinofuranosidasa de Aspergillus niger). Las combinaciones
enzimaticas utilizadas para realizar las incubaciones en soluciones
tamponadas con el extractos de glicosidos obtenido del zumo de las
variedades MM y Raf se seleccionaron en base a los resultados obtenidos
en el apartado anterior y fueron BgIN, RhaA, BgIN+RhaA, vy
BgIN+RhaA+AbfB.

4.1. Perfil de aglicones en el estado de maduracién verde

En la Tabla 18 se muestran, por orden de elucién cromatografica, los
18 aglicones detectados en las variedades Moneymaker (MM) y Raf en el
estado de maduracion V, asi como las diferencias estadisticamente
significativas entre las 4 combinaciones enzimaticas analizadas (BgIN,
RhaA, BgIN+RhaA, y BgIN+RhaA+AbfB) y el extracto de glicésidos
incubado sin enzimas (BLC). De acuerdo con el analisis estadistico, 10
aglicones mostraron concentraciones significativamente superiores
respecto al BLC en el estado V. Estos compuestos fueron el 3-metil-1-
butanol, 1-hexanol, benzaldehido, linalol, y guaiacol en las variedades MM
y Raf; el bencil alcohol y eugenol en la variedad MM; y el hexanal, nerol, y
geraniol en la variedad Raf. La concentracion de 1-hexanol en la variedad
MM, y la de 3-metil-1-butanol y geraniol en la variedad Raf, fue
significativamente superior respecto al BLC unicamente tras la incubacién

en presencia de BgIN. En las muestras tratadas con las combinaciones de
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enzimas que incluian BgIN también se observaron aumentos de estos
compuestos, aunque no fueron estadisticamente significativos. La
concentracién de 1-hexanol, nerol, y guaiacol en la variedad Raf fue
estadisticamente superior uUnicamente tras incubacion en presencia de
BgIN+RhaA+AbfB. La concentracion de eugenol en la variedad MM fue
significativamente superior con respecto al BLC tras la incubacién con
BgIN y BgIN+RhaA+AbfB, no se observaron diferencias significativas entre
ambas incubaciones. Y la de hexanal lo fue en la variedad Raf tras
incubacién con adiciéon de BgIN y de RhaA, y tampoco se observaron

diferencias significativas entre ambas incubaciones.

Tabla 18. Concentracién (ug/L) de los aglicones detectados tras la incubacion del extracto
de glicésidos de las variedades Moneymaker (MM) y Raf en el estado de maduracién V en
presencia de BgIN (E1), RhaA (E2), BgIN+ RhaA (E3), BgIN+ RhaA+AbfB (E4), y sin adicion
de enzimas (BLC).

MM Raf

Aglicones BLC E1 E2 E3 E4 BLC E1 E2 E3 E4
Hexanal 4348a 4828a 4.882a 4511a 4501 a 5.092a 7.164b 7.251b 5543a 5906a
3-Metil-1-butanol 9.557a 1134c 77.75b 1264c 87.33b 1026a 1845b 1141a 98.76a 106.6 a
trans-2-hexenal 8.682a 1279a 11.18a 11.22a 11.09a 1345a 15.01a 13.00a 13.58a 14.07a
1-Hexanol 5741a 11.03c 7.277ab 8.854 abc 7.770 ab 7.507a 7.811a 8.329ab 9.232abc 11.08 bc
Nonanal tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr
6-Metil-5-heptén-2-ol 0.122a 0.235a 0.128a 0.329a 0.329 a 0.285a 0.358a 0.312a 0.397a 0.384a
2-Etil-1-hexanol 2344a 3.158a 3.106a 3.214a 3.017 a 1354a 2701a 1518a 2901a 3.250a
Benzaldehido 1.064a 17.75b 3.521a 17.42b 18.09 b 3.398a 8.800bc 3.857a 7.422b 11.06 ¢
Linalol 3.724a 16.77b 3.425a 17.09b 18.26 b 5.238a 2880c 6.229ab 21.78bc 27.39¢c
a-Terpineol 3.728a 3.950a 3.267a 4.138a 4.090 a 4025a 5510a 4.769a 4430a 5427a
B-Citronelol 0.122a 0.196a 0.124a 0.143a 0.170 a 0.104a 0.130a 0.137a 0.123a 0.163a
Salicilato de metilo 0.777a 1.766a 1.734a 2.005a 2.693 a 1127a 3580a 1.213a 1544a 5545a
Nerol 0.460a 0.722a 0.596a 0.603a 0.644 a 0.606a 0.936ab 0.607a 0.905ab 1.371b
Geraniol 0.800a 1.225a 0.853a 1.191a 1.497 a 0912a 1.610b 1.095ab 1.263ab 1.512ab
Guaiacol 5.075a 2235b 6.401a 20.57b 27.88b 8.673a 2432ab 7.802a 19.20ab 31.63b
Bencil alcohol 104.7a 6539d 9832a 2385b 366.6 ¢ 1426a 2573a 101.7a 1989a 174.7 a
2-Feniletanol 9143a 3586a 91.74a 117.2a 1242 a 83.90a 107.5a 83.28a 106.1a 93.76a
Eugenol 0.456a 2.448b 0.514a 1.452a 1.908 b 0.520a 1.131a 0.707a 1.542a 1.285a

tr: concentracion < 0.1 pg/L.

Diferentes letras para cada compuesto indican diferencias significativas entre las
combinaciones enzimaticas analizadas respecto al BLC para cada variedad segun el Test
de Tukey’'s HSD aplicado con un intervalo de confianza del 95% a 3 repeticiones. La letra

a” se asigna a la menor concentracion de un compuesto.

La concentracion de benzaldehido y linalol en ambas variedades, y
la de guaiacol y bencil alcohol en la variedad MM, fue significativamente
superior con respecto al BLC tras incubacién en presencia de BgIN,

BgIN+RhaA, y BgIN+RhaA+AbfB. La concentracion de estos 4 aglicones
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no mostré diferencias significativas entre las 3 incubaciones, excepto el
bencil alcohol en la variedad MM, y el benzaldehido en la variedad Raf. La
concentracion de bencil alcohol en la veriedad MM tras incubacién en
presencia de BgIN fue significativamente mayor a la obtenida tras la
incubacién con BgIN+RhaA+AbfB, y ésta, a su vez, fue superior a la
obtenida con BgIN+RhaA. La concentracion de benzaldehido en la
variedad Raf tras la incubacién en presencia de BgIN+RhaA+AbfB fue
significativamente mayor a la obtenida con BgIN+RhaA, mientras que tras
la incubacion en presencia de BgIN su concentracion no mostré diferencias
significativas con respecto a BgIN+RhaA y a BgIN+RhaA+AbfB. La
concentracion de  3-metil-1-butanol en la variedad MM fue
significativamente mayor, con respecto al BLC, tras la incubacién con las 4
combinaciones enzimaticas analizadas, BgIN, RhaA, BgIN+RhaA, vy
BgIN+RhaA+AbfB. La concentracion de 3-metil-1-butanol obtenida tras la
incubacién con adicién de BgIN y de BgIN+RhaA fue significativamente
superior a la obtenida tras incubacion en presencia de RhaA y de
BgIN+RhaA+AbfB. Esto confirma el papel destacado de los enzimas BgIN
y de su combinacion con RhaA para hidrolizar los glicésidos del tomate.
Los aglicones que se detectaron en mayor cantidad tras la hidrélisis
enzimatica de los extractos de glicosidos en el estado de maduracién V
fueron el 3-metil-1-butanol y benzaldehido en la variedad MM, cuyas
concentraciones aumentaron significativamente, con respecto al BLC,
hasta un 1317 % tras incubacién con BgIN+RhaA+AbfB y hasta un 1645
% con BgIN+RhaA, respectivamente. En menor cantidad se detectaron el
bencil alcohol y el geraniol también en la variedad MM, sus
concentraciones aumentaron hasta un 625 % y hasta un 537 %,
respectivamente, tras incubacion con adicion de BgIN. Y el linalol y
guaiacol en ambas variedades, que aumentaron hasta un 550 % tras
incubacion en presencia de BgIN, y de BgIN+RhaA+AbfB,

respectivamente. Finalmente, los aumentos de 1-hexanol en ambas
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variedades, y los de hexanal, 3-metil-1-butanol, benzaldehido, nerol, y
geraniol en la variedad Raf, fueron menores y llegaron a ser hasta un 142
% superiores para el hexanal tras incubacién con RhaA y hasta un 325 %
superiores para el benzaldehido en presencia de BgIN+RhaA+AbfB, con
respecto al BLC.

En el estado de maduracion V, se obtuvieron concentraciones
significativamente superiores, con respecto al BLC, para un mayor nimero
de aglicones tras la incubacién de los extractos de glicésidos, en orden
descendente, en presencia de BgIN, BgIN+RhaA+AbfB, y BgIN+RhaA.

4.2. Perfil de aglicones en el estado de maduracién pintén

En la Tabla 19 se muestran los 18 aglicones detectados en las
variedades MM y Raf en el estado de maduracién P, asi como las
diferencias estadisticamente significativas entre las 4 combinaciones
enzimaticas analizadas (BgIN, RhaA, BgIN+RhaA, y BgIN+RhaA+AbfB) y
los extractos de glicosidos incubados sin enzimas (BLC). Del analisis
estadistico se desprende que 13 aglicones mostraron concentraciones
estadisticamente superiores, con respecto al BLC, en el estado P. Estos
compuestos fueron hexanal, 3-metil-1-butanol, 6-metil-5-heptén-2-ol,
salicilato de metilo, y geraniol en la variedad MM; 2-feniletanol en la
variedad Raf, y frans-2-hexenal, benzaldehido, linalol, nerol, guaiacol,
bencil alcohol, y eugenol en ambas variedades. La concentracion de 6-
metil-5-heptén-2-ol en la variedad MM, y la de nerol en la variedad Raf, fue
significativamente superior respecto al BLC unicamente tras la incubacién
de los extractos de glicdsidos en presencia de BgIN+RhaA+AbfB. Y la de
trans-2-hexenal en la variedad Raf lo fue unicamente tras incubacién con
BgIN. En las muestras tratadas con las combinaciones de enzimas que
incluian BgIN también se observaron aumentos de estos compuestos,
aunque no fueron estadisticamente significativos, al igual que ocurrié en el

estado de maduracién V. La concentracion de hexanal y 3-metil-1-butanol
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en la variedad MM fue significativamente superior, con respecto al BLC,
tras la incubacion con BgIN+RhaA y BgIN+RhaA+AbfB, aunque no se
observaron diferencias significativas entre ambas incubaciones. La de 2-
feniletanol en la variedad Raf lo fue tras incubacién en presencia de BgIN y
BgIN+RhaA, sin observarse tampoco diferencias significativas entre ambas

incubaciones.

Tabla 19. Concentracion (ug/L) de los aglicones detectados tras la incubacién del extracto
de glicésidos de las variedades Moneymaker (MM) y Raf en el estado de maduracion P en
presencia de BgIN (E1), RhaA (E2), BgIN+ RhaA (E3), BgIN+ RhaA+AbfB (E4), y sin adicién
de enzimas (BLC).

Aglicones MM Raf

BLC E1 E2 E3 E4 BLC E1 E2 E3 E4
Hexanal 58.75a 61.58a 59.18a 6845b 74.73b 3457a 3768a 4233a 37.10a 36.32a
3-Metil-1-butanol 1219a 130.1a 136.2a 2466b 236.1b 9287a 9494a 9493a 9863a 9844a
trans -2-hexenal 3457a 1064b 54.09 103.1b 132.1¢ 1254a 1545b 117.3a 133.6ab 1354 ab
1-Hexanol 8.592a 1065a 7.195a 8.624a 9.889 a 7.590a 9.766a 7.532a 7.935a 9.906a
Nonanal tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr
6-Metil-5-heptén-2-ol 0.291a 0433a 0441a 0481ab 0.717b 0.312a 0430a 0415a 0405a 0.403a
2-Etil-1-hexanol 3.400a 3570a 3.863a 3.593a 3.125a 2592a 2293a 1.881a 2600a 3.006a
Benzaldehido 2508a 19.57c 4.557a 1233b 11.27b 4.988a 9.327b 4.372a 9.943b 11.22b
Linalol 2599a 9.202b 2518a 10.13b 12.32b 4.025a 12.80b 3.757a 1231b 14.43b
a-Terpineol 2474a 3219a 1947a 2735a 3.889a 3.097a 3.489a 3.027a 3676a 4475a
B-Citronelol 0.107a 0.216a 0.097a 0.224a 0.186 a 0.130a 0.170a 0.144a 0.197a 0.207a
Salicilato de metilo 1.272a 2527b 1.462a 2515b 2512b 1.488a 2355a 1.472a 2302a 3.274a
Nerol 0.384a 0634a 0.335a 0.601a 2.886b 0430a 0.551ab 0.441a 0.501ab 0.773b
Geraniol 0.607a 1.859b 0.783a 1.748b 3.006 ¢ 0.644a 1.084a 0.730a 1.170a 1.242a
Guaiacol 5416a 1856b 7.916a 19.43b 23.07b 7120a 14.35b 6.363a 13.98b 16.42b
Bencil alcohol 61.82a 1029 b 76.10a 1048 b 1703 ¢ 98.13a 609.3c 121.5a 2721b 4179bc
2-Feniletanol 106.1a 1122a 8255a 117.2a 108.8 a 85.12a 110.3b 81.32a 1229b 1045ab
Eugenol 1.221a 32.00b 1.279a 33.16b 68.87 ¢ 0.990a 9.015b 1.291a 7.421ab 10.28b

tr: concentraciéon < 0.1 pg/L.

Diferentes letras para cada compuesto indican diferencias significativas entre los
tratamientos enzimaticos ensayados respecto al BLC para cada variedad segun el Test de

“n

Tukey’s HSD aplicado con un intervalo de confianza del 95% a 3 repeticiones. La letra “a
se asigna a la menor concentracion de un compuesto.

La concentracion de eugenol en la variedad Raf fue
significativamente superior tras incubacién con adicion de BgIN vy
BgIN+RhaA+AbfB, entre las cuales tampoco se observaron diferencias
significativas. La concentracion de trans-2-hexenal, salicilato de metilo,
geraniol, y eugenol en la variedad MM, y la de benzaldehido, linalol,
guaiacol, y bencil alcohol en ambas variedades, fue significativamente
superior tras incubacion en presencia de BgIN, BgIN+RhaA, vy

BgIN+RhaA+AbfB. Entre estos aglicones, la concentracidon obtenida tras
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incubacién con BgIN+RhaA+AbfB para el bencil alcohol, trans-2-hexenal,
geraniol y eugenol en la variedad MM fue significativamente superior a la
obtenida en presencia de BgIN y BgIN+RhaA. Este resultado muestra la
utilidad de AbfB en combinacién con BgIN y RhaA para aumentar la forma
libre de estos 4 aglicones en el extracto de glicosidos, y por tanto, sugiere
la presencia de posibles diglicésidos de arabinosa en el tomate. Sélo la
concentracién de bencil alcohol en la variedad Raf, y la de benzaldehido
en la variedad MM, obtenida en presencia de BgIN fue significativamente
superior con respecto a la obtenida en presencia de BgIN+RhaA y
BgIN+RhaA+AbfB. La concentracion del resto de aglicones, salicilato de
metilo en la variedad MM, benzaldehido en la variedad Raf, y linalol y
guaiacol en ambas variedades, no fue significativamente diferente entre
las 3 incubaciones. De estos resultados se desprende el destacado papel
del enzima BgIN y de su combinacién con RhaA para incrementar los
aglicones en forma libre en el extracto de glicésidos del tomate.

Los aglicones que se detectaron en mayor cantidad tras la hidrdlisis
enzimatica de los extractos de glicésidos en el estado de maduracién P
fueron el bencil alcohol y el eugenol en la variedad MM, cuyas
concentraciones aumentaron significativamente, con respecto al BLC,
hasta un 2755 % y un 5645 %, respectivamente, tras incubacion en
presencia de BgIN+RhaA+AbfB. En menor cantidad se detectaron el trans-
2-hexenal, benzaldehido, nerol, geraniol, y guaiacol en la variedad MM, el
bencil alcohol y eugenol en la variedad Raf, y el linalol en ambas
variedades. Se alcanzaron incrementos de hasta un 358 % para el linalol y
hasta un 1038 % para el eugenol, en la variedad Raf tras incubacién con
BgIN+RhaA+AbfB. Finalmente, los aumentos de hexanal, 3-metil-1-
butanol, 6-metil-5-heptén-2-ol, y salicilato de metilo en la variedad MM, y
los de tfrans-2-hexenal, benzaldehido, nerol, guaiacol, y 2-feniletanol en la
variedad Raf, fueron menores y llegaron a ser hasta un 123 % superiores

para el frans-2-hexenal tras incubacion con BgIN y hasta un 246 %
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superiores para el 6-metil-5-heptén-2-0l en  presencia de
BgIN+RhaA+AbfB, con respecto al BLC.

En el estado de maduracion P, se obtuvieron concentraciones
significativamente superiores, con respecto al BLC, para un mayor nimero
de aglicones tras la incubacién de los extractos de glicosidos de la
variedad MM, en orden descendente, en presencia de BgIN+RhaA+AbfB,
BgIN+RhaA, y BgIN. Y en la variedad Raf, en orden descendente, en
presencia de BgIN, BgIN+RhaA+AbfB, y BgIN+RhaA. Este resultado
muestra la distinta utilidad de las combinaciones enzimaticas para
aumentar los compuestos libres en los extractos de glicésidos en funcién
de la variedad, por lo que distintas variedades podrian tener la mismos
aglicones pero formando parte de distintos glicésidos. Tras la incubacién

con RhaA no aumenté significativamente ningun aglicon.

4.3. Perfil de aglicones en el estado de maduracién maduro

En la Tabla 20 se muestran los 18 aglicones detectados en las
variedades MM y Raf en el estado de maduracién M, asi como las
diferencias estadisticamente significativas entre las 4 combinaciones
enzimaticas analizadas (BgIN, RhaA, BgIN+RhaA, y BgIN+RhaA+AbfB) y
los extractos de glicdsidos incubados sin enzimas (BLC). De acuerdo con
el andlisis estadistico, 12 aglicones mostraron concentraciones
estadisticamente superiores, con respecto al BLC, en el estado M. Estos
aglicones fueron 3-metil-1-butanol, 6-metil-5-heptén-2-ol, linalol, B-
citronelol, salicilato de metilo, nerol, geraniol, y bencil alcohol en ambas
variedades; guaiacol y eugenol en la variedad MM; y benzaldehido y 2-
feniletanol en la variedad Raf. La concentracion de salicilato de metilo en la
variedad MM fue significativamente superior, con respecto al BLC,
unicamente tras incubacion con adicion de BgIN. En las muestras tratadas
con las combinaciones de enzimas que incluian BgIN también se

observaron aumentos de estos compuestos, aunque no fueron
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estadisticamente significativos, al igual que ocurrid en los estados de

maduracion Vy P.

Tabla 20. Concentracion (ug/L) de los aglicones detectados tras la incubacién del extracto
de glicésidos de las variedades Moneymaker (MM) y Raf en el estado de maduracion M en
presencia de BgIN (E1), RhaA (E2), BgIN+ RhaA (E3), BgIN+ RhaA+AbfB (E4), y sin adicién
de enzimas (BLC).

Aglicones MM Raf
BLC E1 E2 E3 E4 BLC E1 E2 E3 E4

Hexanal 192.8a 189.1a 199.5a 2055a 191.1a 150.1a 1528a 1483a 1524a 155.0a
3-Metil-1-butanol 202.3a 685.2b 1715a 847.6b 920.4 b 86.17a 194.7b 64.94a 2258b 3209c
trans -2-hexenal 87.38a 8299a 69.27a 113.2a 81.33a 126.6a 116.1a 1159a 1306a 106.0 a
1-Hexanol 8.682a 10.74a 9627a 11.18a 10.73 a 7.064a 9512a 6900a 8682a 9.440a
Nonanal tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr
6-Metil-5-heptén-2-ol 0.506a 5.733b 0.439a 6.476b 6.953 b 0.316a 10.51b 0.292a 10.69b 1435¢c
2-Etil-1-hexanol 2178a 2.803a 2570a 1.858a 2.806 a 2515a 2.367a 2.385a 3429a 2817a
Benzaldehido 10.55a 19.44a 8935a 19.57a 19.20 a 9.836a 14.79b 9.836a 1848c 19.09c
Linalol 3.051a 10.31b 3.532a 10.96b 12.34b 3.147a 8361b 3.628a 9.205b 10.19b
a-Terpineol 2744a 3.711a 3.188a 3.750a 3.619a 2962a 3.606a 3.066a 3916a 4.186a
B-Citronelol 0.190a 1.155b 0.139a 2.014c 2151¢ 0.076a 3.049b 0.153a 3.142b 5.044c
Salicilato de metilo 0905a 2.115b 0931a 1411ab 1.657 ab 1.652a 2341ab 1.855a 2624ab 3.728b
Nerol 0478a 2001b 0476a 2.112b 2.130b 0427a 1561b 0.555a 2.175b 3.185¢c
Geraniol 0.729a 2771b 0.773a 2.782b 2.963b 0.601a 2.274b 0.720a 2.888b 2.883b
Guaiacol 9.355a 2182b 9658a 25.19b 26.36 b 9.507a 1451a 8.635a 13.52a 17.08a
Bencil alcohol 9534a 1413 b 91.74a 1972 b 1971 b 1432a 669.1b 9733a 1446 c 1817 d
2-Feniletanol 100.1a 120.2a 99.15a 1113a 111.1a 86.84a 1023ab 87.39a 94.19a 2716b
Eugenol 2352a 66.80b 2506a 64.86b 69.89 b 0.713a 1649a 1.247a 2292a 26.32a

tr: concentracion < 0.1 pg/L.

Diferentes letras para cada compuesto indican diferencias significativas entre los
tratamientos enzimaticos ensayados respecto al BLC para cada variedad segun el Test de

“n

Tukey’s HSD aplicado con un intervalo de confianza del 95% a 3 repeticiones. La letra “a
se asigna a la menor concentracion de un compuesto.

La concentracién de salicilato de metilo y 2-feniletanol en la variedad
Raf fue significativamente superior uUnicamente tras incubacién con
BgIN+RhaA+AbfB. La concentracion del resto de aglicones aumento
significativamente tras incubacién en presencia de BgIN, BgIN+RhaA, y
BgIN+RhaA+ADbfB. En la variedad MM, sélo la concentracion de -citronelol
fue significativamente diferente tras la incubacion entre estas 3
combinaciones de enzimas. Su concentracion tras incubacion con
BgIN+RhaA y BgIN+RhaA+AbfB fue significativamente superior a la
obtenida en presencia de BgIN.

En la variedad Raf, la concentracion de 3-metil-1-butanol, 6-metil-5-
heptén-2-ol, B-citronelol, y nerol, obtenida tras incubacion en presencia de

BgIN+RhaA+AbfB fue significativamente superior a la obtenida con BgIN y
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BgIN+RhaA. Este resultado muestra la utilidad de AbfB en combinacion
con BgIN y RhaA para aumentar la forma libre de estos 4 aglicones en el
extracto de glicésidos, y por tanto, sugiere la presencia de posibles
diglicosidos de arabinosa en el tomate. No se registraron diferencias
significativas en la concentracién de benzaldehido y de bencil alcohol entre
la incubaciéon con adicion de BgIN+RhaA y BgIN+RhaA+AbfB en la
variedad Raf, pero su concentracién tras incubacidon en presencia de
ambas combinaciones fue significativamente superior a la obtenida con
BgIN. De estos resultados se desprende el destacado papel del enzima
BgIN y de su combinacién con RhaA para incrementar aglicones
particularmente interesantes desde un punto de vista sensorial en forma
libre en el extracto de glicésidos del tomate, como lo son el B-citronelol en
la variedad MM, y el benzaldehido y el bencil alcohol en la variedad Raf.
No se observaron diferencias significativas en la concentracion de linalol,
salicilato de metilo, geraniol y eugenol entre la incubacién con las
combinaciones enzimaticas BgIN, BgIN+RhaA, y BgIN+RhaA+AbfB en
ninguna de las variedades consideradas.

Los aglicones que se detectaron en mayor cantidad tras la hidrélisis
enzimatica de los extractos de glicésidos en el estado de maduracion M
fueron el 6-metil-5-heptén-2-ol y el B-citronelol en la variedad Raf, y el
bencil alcohol y el eugenol en la variedad MM. Sus concentraciones
aumentaron significativamente, con respecto al BLC, hasta un 2068 % para
el bencil alcohol y hasta un 6632 % para el B-citronelol tras incubacién en
presencia de BgIN+RhaA+AbfB. En menor cantidad se detectaron el 6-
metil-5-heptén-2-ol y B-citronelol en la variedad MM, y el nerol y bencil
alcohol en la variedad Raf, cuyas concentraciones fueron hasta 746 %
superiores para el nerol en la variedad Raf y hasta un 1374 % para el 6-
metil-5-heptén-2-ol en Ila variedad MM, tras incubacion con
BgIN+RhaA+AbfB. Finalmente, los aumentos de 3-metil-1-butanol, linalol,

salicilato de metilo, y geraniol en ambas variedades, los de benzaldehido y
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2-feniletanol en la variedad Raf, y los de nerol y guaiacol en la variedad
MM, fueron menores y llegaron a ser hasta un 194 % superiores para el
benzaldehido tras incubacion con BgIN+RhaA+AbfB y hasta un 480 %
superiores para el geraniol en presencia de BgIN+RhaA, con respecto al
BLC.

En el estado de maduracion M, se obtuvieron concentraciones
significativamente superiores respecto al BLC para un mayor niumero de
aglicones tras la incubacion de los extractos de glicosidos, en orden
descendente, en presencia de BgIN+RhaA+AbfB, BgIN, y BgIN+RhaA.
Ningun aglicon aumento significativamente, con respecto al BLC, tras la

incubacion en presencia de RhaA.

4.4, Perfil de azicares en distintos estados de maduracion

La Figura 30 muestra los 3 azucares detectados tras la incubacion de
los extractos de glicosidos de las variedades Moneymaker (MM) y Raf en
presencia de BgIN, RhaA, BgIN+RhaA, y BgIN+RhaA+AbfB, en los estados
de maduracién V, P, y M, asi como las diferencias estadisticamente
significativas encontradas entre los azucares en cada uno de los estados
de maduracion considerados. Estos azucares fueron la glucosa, la
ramnosa, y la arabinosa. El analisis cromatografico confirmo, como era de
esperar, la presencia solo de glucosa tras la incubacion de los extractos de
glicosidos con BgIN, sdélo la de ramnosa tras la incubacién con RhaA, la de
glucosa y ramnosa al incubar con BgIN+RhaA, y la de glucosa, ramnosa, y

arabinosa al hacerlo con BgIN+RhaA+AbfB.
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Las concentraciones de cada uno de los azucares fueron muy
similares independientemente de la combinacién enzimatica con la que se
incubara el extracto de glicosidos, y para ambas variedades. Por ejemplo,
la concentracion de glucosa oscilé entre 0.68 y 0.80 mg/L en la variedad
MM, y entre 0.62 y 0.85 mg/L en la variedad Raf, en funcion del tratamiento
enzimatico considerado. Y la de ramnosa vari6 entre 1.17 y 1.47 mg/L en
la variedad MM, y entre 1.21 y 1.36 mg/L en la variedad Raf, en funcion del
tratamiento enzimatico considerado. Ademas, tampoco se registraron
cambios significativos en las cantidades de cada uno de los azucares entre
los 3 estados de maduracion considerados. El analisis estadistico si
mostré diferencias significativas entre los 3 azucares detectados. La
concentracion de ramnosa fue significativamente mayor que la del resto de
azucares en ambas variedades y en los 3 estados de maduracién.
Mientras que entre las concentraciones de glucosa y arabinosa no se
encontraron diferencias significativas. La ramnosa fue el azdcar mayoritario
en los 3 estados de maduracion considerados y para las 2 variedades.
Esto concuerda con que los tratamientos en los que se incluye el enzima

RhaA han dado lugar a un mayor aumento de compuestos volatiles libres.
5. Discusion

5.1. Empleo de glicosidasas para la liberacion de compuestos

volatiles glicosilados del tomate

El uso de glicosidasas para liberar compuestos volatiles glicosilados
ha sido ampliamente estudiado (Straubinger et al., 1998; Parada et al.,
2000; Morales et al., 2000; Ly et al., 2002; Lalel et al., 2003; Osorio et al.,
2003), y alcanzado con éxito, por ejemplo en la mejora del aroma del vino
(Abbott et al., 1991; Francis et al., 1992; Gueguen et al., 1996; Francis et
al.,, 1998; Cabaroglu et al., 2003; Sanchez-Palomo et al., 2005). La
caracterizacion de la fraccion volatil, libre y glicosilada, del tomate ha

confirmado el potencial de la FG como fuente natural para incrementar el
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aroma de este fruto. A continuacién se discute la utilidad de las
glicosidasas fungicas BgIN, Exg1, RhaA, y AbfB para liberar compuestos
glicosilados del tomate. Del conjunto de resultados obtenidos se desprende
que el uso de estas enzimas puede ser interesante como herramienta para
abordar la mejora del aroma del tomate. Finalmente, se ha realizado un
estudio sobre la composicion de los glicésidos del tomate a partir de la
incubacién de extractos de glicésidos con las glicosidasas flungicas

especificas.

5.1.1. Efecto de la adicién de B-glucosidasas al zumo de tomate

Las pB-glucosidasas hidrolizan el enlace f-1,4-glicosidico que se
establece entre el grupo alcohol de un aglicon y el grupo carbonilo de un
residuo de glucosa. Existen evidencias del aumento significativo de los
niveles de linalol, bencil alcohol, y 2-feniletanol en el zumo de ciertas frutas
como melocotdn, cereza, fresas, fruta de la pasién, naranja, manzana, o
papaya, por la accién de la B-glucosidasa de Candida molischiana (para
revision ver Sarry y Glnata, 2004). En este trabajo, el zumo de las
variedades p73, Jorge, y Durinta fue incubado en presencia de los enzimas
con actividad B-glucosidasa BgIN de C. molischiana (Sanchez-Torres et al.,
1998), v Exg1 de Saccharomyces cerevisiae (Gil et al., 2005), cuyas
capacidades para liberar compuestos volatiles desde sus respectivos
precursores glicosilados en mosto de uva y en vino han sido contrastadas
previamente en trabajos anteriores (Genovés et al., 2003; Gil et al., 2005).

Tras la incubacién del zumo sin adicién de enzimas (BLC), en
presencia de BgIN, o de Exg1 se detectaron los mismos 24 compuestos en
todas las variedades (Tabla 14), los cuales coincidieron ademas con los
detectados al caracterizar la FVL de estas variedades (Capitulo 1, Tabla
7).

De acuerdo con el andlisis estadistico (Tabla 14), 10 compuestos

experimentaon aumentos estadisticamente significativos (Figura 21), y 6
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disminuciones significativas (Figura 22). Entre los compuestos cuyas
concentraciones aumentaron significativamente, fueron especialmente
relevantes por la magnitud del aumento y por su posible repercusion
organoléptica positiva, el linalol, nerol, 2-feniletanol, y eugenol. Estos
resultados confirman el aumento significativo constatado por Gueguen et
al. (1996) de los niveles de linalol y 2-feniletanol en los zumos de frutas
tratados con la B-glucosidasa de C. molischiana (BgIN). El nerol aumento
significativamente tras la incubacion del zumo extraido de la variedad
Durinta sélo en presencia de Exg1. El linalol, que fue mucho mas
abundante en la FG que en la FVL de las 3 variedades consideradas, y
especialmente en las variedades Jorge y Durinta (Capitulo 1, Figura 8),
experimentd aumentos significativos soélo tras la incubacion del zumo
extraido de la variedad p73 con BgIN. Estos resultados indican la posible
distinta especificidad de sustrato de los enzimas p-glucosidicos Exg1 vy
BgIN. La concentracion de eugenol aumentd significativamente tras la
incubacion con adicion de ambos enzimas en una misma variedad, la
variedad Jorge. El aumento alcanzado por el eugenol en la variedad Jorge
fue maximo tras incubacién en presencia de Exg1, mientras que en la
variedad p73 este compuesto s6lo aumenté tras incubacion en presencia
de BgIN. Estos resultados sugieren que quiza el eugenol puede proceder
de glicosidos con distinta estructura en ambas variedades de tomate, y que
BgIN y Exg1 poseerian diferentes especificidades de sustrato. Por otra
parte, solo la concentracion de 3-metil-1-butanol y 2-feniletanol
experimentd aumentos significativos en las 3 variedades consideradas, el
primero solo al incubar el zumo con BgIN, y el segundo tras incubar con
ambos enzimas.

El 2-feniletanol fue ademas el compuesto que experimentd los
mayores aumentos tras incubacién con ambos enzimas (Figura 21). Estos
aumentos se tradujeron en un cambio en el signo de su LogU (Tabla 15),

desde valores negativos en el BLC hasta positivos en la FVL tras
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incubacién de los zumos en presencia de BgIN y Exg1. Conocidas las
bondades y limitaciones de este parametro, el cambio en el signo de LogU
indica que al aumentar su concentracioén, el 2-feniletanol, asociado a notas
florales, a “rosas” (Berna et al., 2005a), habria aumentado igualmente su
participacion en el aroma final del tomate. Coémo se traduciria esta
aportacién desde un punto de vista sensorial podria ser objeto de otro

trabajo.

Ademas de aumentar significativamente, tras la incubacion de los
zumos extraidos de las variedades p73, Jorge, y Durinta en presencia de
los enzimas, BgIN y Exg1, la concentracion de 6 compuestos también
disminuyd significativamente con respecto al BLC (Figura 22). Estos
compuestos fueron la 3-octanona, decanal, 1-octanol, guaiacol, bencil
alcohol, y B-ionona. La hipétesis mas probable es que las disminuciones
constatadas podrian estar relacionadas con posibles interacciones entre la
matriz zumo de tomate, y el sulfato de amonio con el que fueron
adicionados los extractos enzimaticos (Papadopoulou y Frazier, 2004;
Papadopoulou et al.,, 2005). Las disminuciones se centraron en
compuestos volatiles no especialmente abundantes (Capitulo 1, Tabla 7), y
que por tanto reflejaron en sus concentraciones estas posibles

interacciones.

Existen numerosos trabajos de caracterizacion de la FVL del tomate
pero muy pocos se han centrado en su FG, y especialmente escasa es la
informacién que se dispone sobre el posible impacto que tendria la
liberacion de los compuestos volatiles glicosilados sobre el flavor final del
tomate (Buttery et al., 1990a; Marlatt et al., 1992). Los resultados obtenidos
en este trabajo han puesto de manifiesto nuevamente la relevancia de la
FG del tomate como una potencial fuente natural de compuestos volatiles,

y la utilidad de los enzimas con actividad B-glucosidasa como una
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herramienta para liberar compuestos glicosilados particularmente
relevantes en el aroma del tomate, de acuerdo con la bibliografia, como el
linalol, nerol, 2-feniletanol, y eugenol. Resulta especialmente interesante,
de cara a una posible aplicacion biotecnoldgica, que el enriquecimiento en
compuestos volatiles de la FVL se pueda obtener con la intervencién de
una unica actividad enzimatica, pues supone una aproximacién mas simple
y asequible que el empleo de una mezcla de enzimas. Segun los
resultados obtenidos, el enzima BgIN adicionado individualmente es el que

mostré mayor capacidad para incrementar la FVL.

5.1.2. Efecto de la adicion de mezclas de glicosidasas al zumo de

tomate en distintos estados de maduracion

La mayoria de los precursores de compuestos volatiles identificados
hasta el momento en productos vegetales y sus derivados son glicosidos,
principalmente del tipo O-p-D-glicésidos y O-diglicosidos (Sarry y Gunata,
2004). Los O-B-D-glucdsidos son hidrolizados por B-glucosidasas. La
hidrdlisis de los O-diglicésidos requiere en un primer paso una
exoglicosidasa, que libera el monosacarido unido a la unidad de glucosa
quedando el B-D-glucdsido, y en un segundo paso es una B-glucosidasa la
que actuando sobre el enlace B-1,4-glicosidico libera el aglicon y la unidad
de glucosa correspondiente (Glinata et al., 1988; Sarry y Glnata, 2004).
Para profundizar en el conocimiento del potencial de la FG, una vez
conocido el efecto de la adicion de actividades p-glucosidasa al zumo, se
abordd la utilizacion de mezclas de glicosidasas capaces de realizar la
hidrdlisis secuencial de diglicosidos. En este sentido, se ensayaron 4
enzimas, 2 con actividad B-glucosidasa (BgIN, pB-glucosidasa de Candida
molischiana, y Exg1, exoglucanasa de Saccharomyces cerevisiae), y 2 con
actividad exoglicosidasa (RhaA, a-L-ramnosidasa de Asperqgillus aculeatus,
y AbfB, a-L-arabinofuranosidasa de Aspergillus niger), adicionadas al zumo

individualmente y en combinaciones (BgIN, Exg1, RhaA, AbfB,
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BgIN+RhaA, BgIN+AbfB, BgIN+RhaA+AbfB, Exg1+RhaA, Exg1+AbfB, y
Exg1+RhaA+AbfB). Se utilizé6 el zumo limpio extraido de las variedades
Moneymaker (MM) y Raf, variedades de tomate econdémica vy
organolépticamente interesantes, en 3 momentos del proceso de
maduracién del fruto, V, P, y M.

Tras incubar los zumos en presencia de los enzimas o de las
combinaciones enzimaticas analizadas se detectaron los mismos 24
compuestos volatiles (Tabla 16 y Tabla 17) descritos en la caracterizacion
de la FVL de estas variedades, y los compuestos cis-6xido de linalol y
geraniol, previamente identificados en este trabajo como componentes de
la FG de las variedades MM y Raf (Capitulo 1, Tabla 12). La concentracién
de estos 2 compuestos no mostro diferencias significativas respecto al
zumo incubado sin adicién de enzimas (BLC), por lo que probablemente
ambos compuestos aparecieron en la FVL como consecuencia del proceso
de incubacion y no de la hidrélisis enzimatica de la FG.

De acuerdo con el analisis estadistico, las concentraciones de 11y
12 compuestos en la FVL de las variedades MM y Raf, respectivamente,
experimentaron diferencias estadisticamente significativas respecto al BLC
tras incubacion en presencia de alguna de las 10 combinaciones
enzimaticas analizadas. En general, estas diferencias se tradujeron en
aumentos estadisticamente significativos pero también se observaron
algunas disminuciones significativas.

La concentracion de 3-metil-1-butanol, frans-2-hexenal, 1-hexanol,
linalol, 3,5-dimetil benzaldehido, salicilato de metilo, y 2-feniletanol en
ambas variedades, la de 3-octanona, 2-etil-1-hexanol y nerol en la variedad
MM, y la de octanal, cis-4-decenal y 1-octanol en la variedad Raf, aumenté
significativamente, respecto al BLC, tras incubacion en presencia de
alguna de las 10 mezclas enzimaticas analizadas (Figura 23, Figura 24,
Figura 26, Figura 27). Entre estos compuestos, fueron especialmente

relevantes el 3-metil-1-butanol, linalol, y 2-feniletanol en ambas variedades,
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y nerol en la variedad MM, tanto por la magnitud de su aumento, que
oscilé entre un 22 % para el nerol en la variedad MM en presencia de
BgIN+AbfB y un 994 % para el 3-metil-1-butanol en ambas variedades con
BgIN+RhaA+AbfB, como por su interesante potencial repercusion
organoléptica para el tomate. El 3-metil-1-butanol se encuentra entre los
compuestos con LogU positivo definidos por Buttery (1993), y por tanto se
considera que ejerce una contribucién destacada al flavor del tomate.
Linalol y nerol, estan asociados a notas florales o frutales, y 2-feniletanol a
olor a rosas (Berna et al., 2005a). El aumento significativo de la
concentracion de estos 4 compuestos fue constatado anteriormente en
este trabajo al incubar los zumos extraidos de las variedades p73, Jorge, y
Durinta con adicién de los enzimas BgIN o Exg1 (Figura 21). El aumento
de la concentracion de linalol y de 2-feniletanol en tomate, ademas, esta de
acuerdo con el descrito por Gueguen et al (1996) en otras frutas en
presencia de BgIN. El 3-metil-1-butanol fue el uUnico compuesto cuya
concentracién aumento significativamente en los 3 estados de maduracién
considerados y en ambas variedades tras la incubacion con los distintos
enzimas analizados y sus combinaciones. Fue ademas el compuesto que
experimentd los maximos aumentos, particularmente en el estado V,
aumentando su concentracion hasta un 679 % y un 994 % en las
variedades MM y Raf, respectivamente, tras incubacion con
BgIN+RhaA+AbfB.

Los compuestos 3,5-dimetil benzaldehido y cis-4-decenal no fueron
detectados en el Capitulo 1 como componentes de la FG de las variedades
MM y Raf (Tabla 12), sin embargo se encuentran entre los compuestos
cuya concentracion aumenté significativamente tras la incubacion en
presencia de las mezclas enzimaticas analizadas. Probablemente las
actividades utilizadas en las mezclas enzimaticas, asi como las
condiciones experimentales de las incubaciones, sean mas eficientes para

la hidrdlisis de estos compuestos que el tratamiento con el preparado
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comercial AR2000 utilizado para la caracterizacion de la FG en el Capitulo
1.

La concentracion de salicilato de metilo aumentd significativamente
en ambas variedades tras incubacion en presencia de las combinaciones
enzimaticas analizadas (Figura 24 y Figura 27). El aumento en la
concentraciéon de este compuesto en el estado de maduracion M del fruto
quiza no tenga una repercusion organoléptica positiva pues, como ha sido
comentado, se trata de un compuesto caracteristico del estado de
maduracion verde, que en el caso del tomate es menos apreciado
organolépticamente.

Por otro lado, fue en el estado de maduracion V en el que aumento
significativamente la concentracién de un mayor numero de compuestos en
ambas variedades (Figura 23, Figura 24, Figura 26, Figura 27) tras
incubacién en presencia de alguno de los enzimas o de sus mezclas. La
posibilidad de aumentar la concentracion de 3-metil-1-butanol, linalol, y 2-
feniletanol, compuestos que pueden ejercer un efecto sensorial positivo
segun la bibliografia, en estados tempranos del desarrollo del fruto puede
ser especialmente interesante para aumentar caracteristicas de tomate
maduro en tomates verdes o en estados mas tempranos de maduracién.

Los aumentos estadisticamente significativos fueron mas numerosos
y, en general, de mayor magnitud en los zumos incubados con BgIN y
Exg1 combinados con las exoglicosidasas RhaA y AbfB, que en los zumos
incubados con los enzimas individualmente. La combinacion enzimatica
BgIN+RhaA+AbfB fue la que consigui® aumentar significativamente la
concentraciéon de un mayor numero de compuestos, alcanzando también
los maximos aumentos. Esta combinacién enzimatica en teoria es capaz
de hidrolizar un abanico mas amplio de glicésidos, tanto monoglicésidos
como diglicésidos de ramnosa y de arabinosa, por lo que al parecer, este
tipo de glicésidos serian relativamente abundantes en el zumo de tomate.

A la incubacion en presencia de BgIN+RhaA+AbfB, le siguen, en orden
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descendente, en cuanto al numero de compuestos cuya concentraciéon
aumentoé significativamente las combinaciones BgIN+RhaA, Exg1+RhaA,
Exg1+RhaA+AbfB, RhaA, BgIN, y BgIN+AbfB.

La incubacién del zumo con AbfB no produjo aumentos significativos
en la concentracion de ninguno de los compuestos detectados en la FVL
de las variedades MM y Raf. El salicilato de metilo fue el Unico compuesto
que aumento significativamente tras incubacion en presencia de Exg1 y de
Exg1+AbfB en el estado V de la variedad Raf (Figura 27). Estos resultados
indican que la actividad arabinosidasa es util para liberar compuestos
volatiles glicosilados en presencia de la mezcla BgIN+RhaA+AbfB, aunque
no resultd util en solitario tal y como cabria esperar si no existen
monoglicosidos de arabinosa. Tampoco resultoé util su adicion combinada
con la actividad B-glucosidasa de Exg1, pero si con la de BgIN. El conjunto
de estos resultados indica la distinta especificidad de sustrato entre las j-
glucosidasa BgIN y Exg1, mostrandose mas util a la hora de incrementar
los componentes de la fracciéon volatil en el zumo de tomate el enzima
BgIN.

La B-glucosidasa BgIN destacé por su papel en el aumento de
compuestos volatiles tan interesantes organolépticamente para el tomate
como el linalol, el nerol, y el 2-feniletanol, participando tanto en la
hipotética liberacion de aglicones a partir de monoglucésidos como de
diglicésidos cuando se emplea en combinacion con otros enzimas. Por
ejemplo, la concentracién de linalol aumenté tras incubacion en presencia
de BgIN en ambas variedades, y alcanzé sus maximos aumentos tras
incubacién en presencia de BgIN+RhaA en la variedad MM, y en presencia
de BgIN+ADbfB en la variedad Raf.

Los compuestos que aumentaron tras incubacién en presencia de
RhaA sdélo aumentaron ademas tras incubacion con BgIN y Exg1
combinados con RhaA y RhaA+AbfB. A partir de estos resultados se ha

podido constatar que la ramnosidasa (RhaA) juega un papel relevante para
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el enriquecimiento en compuestos volatiles del zumo de tomate, tanto
individualmente como en combinacién. El enzima RhaA utilizado en este
trabajo posee un 0.24 % de actividad B-glucosidasa respecto a su actividad
principal que, aunque practicamente despreciable, podria ayudar a explicar
los aumentos experimentados tras incubacién del zumo en presencia de
RhaA individualmente como consecuencia de la hidrdlisis secuencial de
diglicésidos de ramnosa con glucosa. Tampoco se descarta la posibilidad
de que existan monoglicésidos de ramnosa en tomate, aunque no se han
sido descritos en vegetales, o que la hidrélisis quimica que puede darse
para algunos glicosidos durante la incubacion sea mas favorable para los

diglicésidos de ramnosa.

Tras la incubacion del zumo extraido de las variedad MM y Raf en
presencia de las mezclas de enzimas también se observaron
disminuciones significativas de las concentraciones de salicilato de metilo,
y hexanal en ambas variedades, y de nonanal y octanal en la variedad Raf
(Figura 24, Figura 25, Figura 27, y Figura 28). Las concentraciones de
estos compuestos son muy bajas y por tanto cualquier leve variacidon
derivada de las posibles interacciones entre la propia matriz del tomate, los
enzimas adicionados, y las condiciones de incubacion puede ser causa de

los descensos significativos.

Para valorar el efecto de las incubaciones del zumo con las distintas
mezclas enzimaticas sobre el conjunto de la FVL de las variedades
Moneymaker (MM) y Raf se calculé la suma de las concentraciones
ponderadas, respecto al zumo incubado sin enzima (BLC), de todos los
compuestos volatiles (Figura 29). Esta suma se obtuvo otorgando el valor
de referencia 1 para cada componente en el BLC y calculando el valor
proporcional para el resto de mezclas enzimaticas. De esta forma se

elimina la influencia de los 6rdenes de magnitud de las concentraciones
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respectivas de cada componente permitiendo ver los efectos
estadisticamente significativos que podrian pasar desaparercibidos en el
estudio individual de cada componente. Asi, la suma total ponderada
consigue reflejar mejor los incrementos totales alcanzados en la FVL tras
las incubaciones y ver con mayor claridad la contribucién de todos los
componentes. A partir del analisis estadistico, no se observaron
disminuciones significativas de la suma ponderada. El conjunto ponderado
de los compuestos detectados en la FVL alcanzé sus maximos aumentos
tras incubacién en presencia de BgIN+RhaA+AbfB, y particularmente en el
estado de maduracién V de ambas variedades. El analisis de los valores
obtenidos con esta suma de compuestos volatiles refuerza los efectos
individuales de las mezclas enzimaticas ya comentados sobre cada
compuesto, de manera que se comprueba con mayor claridad los
tratamientos enzimaticos mas utiles para el incremento de la concentracion
de volatiles que, segun estos resultados, en orden descendente fueron
BgIN+RhaA+AbfB, BgIN+RhaA, Exg1+RhaA, Exg1+RhaA+AbfB 6 RhaA, y
BgIN+AbfB.

En este trabajo se ha demostrado la capacidad de los enzimas
glicosidicos para aumentar la concentracion de compuestos volatiles
organolépticamente interesantes para el tomate. Definir el efecto concreto
que tendria el aumento de estos compuestos mediante estudios
sensoriales bien disefiados seria de suma importancia para conocer el
alcance comercial de esta herramienta biotecnoldgica para la mejora del
aroma del tomate. De la misma forma, seria necesario profundizar en la
forma de aplicacion de los enzimas para hacerlo compatible con los
procesos industriales de fabricacion de derivados de tomate procesado o la
generacién de plantas transgénicas que expresen las actividades de mayor

interés.
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5.1.3. Analisis de la composicién de los glicésidos

Dada la escasa informacion disponible en la literatura sobre la
composicion de los precursores glicosilados en tomate, se decidio llevar a
cabo un estudio que permitiera arrojar algo de luz acerca de la
composicion de los glicésidos del tomate mediante el analisis
cromatografico de los aglicones y de los azucares liberados tras incubar
los extractos de glicosidos en condiciones tamponadas en presencia de
enzimas glicosidicos especificos. A partir de los resultados obtenidos tanto
de la caracterizacion del perfil aromatico como de la adicion de
glicosidasas al zumo de tomate, se decidié incubar los extractos de
glicésidos de las variedades Moneymaker (MM) y Raf, en 3 momentos del
proceso de maduracion del fruto, en presencia del preparado enzimatico
comercial AR2000, y de las mezclas enzimaticas BgIN, RhaA, BgIN+RhaA,
y BgIN+RhaA+AbfB.

Tras incubar los extractos de glicésidos en presencia de AR2000 en
los estados de maduracion V, P, y M, se detectaron, por un lado, 30
aglicones (Capitulo 1, Tabla 12), resultados que ya se discutieron en el
Capitulo 1. Y por otro, 4 azucares, glucosa, xilosa, ramnosa, y arabinosa
(Capitulo 1, Figura 14). Especialmente llamativa es la presencia de xilosa
en los extractos de glicosidos del tomate. Este azucar no ha sido descrito
en uva como parte de glicosidos de compuestos volatiles, y su existencia
ha sido comprobada como parte de diglicésidos en el té (para revisién ver
Sarry y Gunata, 2004). El azucar mas abundante fue la ramnosa, en los 3
estados de maduracién considerados y en ambas variedades. Todos los
azucares alcanzaron su maxima concentracion en el estado P o M, aunque
sus concentraciones no fueron significativamente diferentes entre los 3
estados de maduracion considerados.

Por otro lado, tras la incubacién de los extractos de glicosidos con
BgIN, RhaA, BgIN+RhaA, o BgIN+RhaA+AbfB, en los 3 estados de

maduracion considerados, se detectaron, por un lado, los mismos 18
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aglicones entre los que se encontraban aldehidos, alcoholes, y terpenos
(Tabla 18, Tabla 19, y Tabla 20), y por otro, 3 azucares, glucosa, ramnosa,
y arabinosa (Figura 30). El azicar mas abundante también fue la ramnosa.
Los tratamientos enzimaticos en presencia de los cuales se liberé un
mayor nimero de aglicones fueron BgIN, BgIN+RhaA+AbfB, y BgIN+RhaA,
dependiendo la mayor utilidad de uno u otro del estado de maduracion y de
la variedad considerados. El papel de RhaA y de AbfB en la liberacién de
compuestos volatiles en combinacion con los otros enzimas se reveld
fundamental. Este resultado confirma la utilidad de la combinacion de
enzimas BgIN+RhaA+AbfB para liberar compuestos volatiles con una
repercusién sensorial positiva, segun la blibliografia, y en particular de la p-
glucosidasa BgIN y de la ramnosidasa RhaA, y sugiere la posible
abundancia de diglicésidos en el tomate.

El conjunto de estos resultados avala la hipdtesis de que en la
composicion de los glicésidos del tomate participan los azucares glucosa,
xilosa, ramnosa, y arabinosa, y que los glicdsidos de ramnosa y la
ramnosidasa juegan un importante papel en la composicion de los
glicésidos y en su hidrdlisis, respectivamente. Si la ramnosa sélo puede
estar formando parte de diglicésidos, no resulta esperable el hecho de que
la concentracion de glucosa sea inferior a la de ramnosa. Existen dos
explicaciones que no han podido ser comprobadas, que pueden existir
monoramnésidos, algo no descrito hasta el momento en ningun vegetal, o
que la hidrdlisis con ramnosidasa puede dar lugar a monoglucésidos que
quedan sin hidrolizar en el extracto incubado.

Entre los aglicones que forman parte de los glicésidos en tomate se
encuentran aldehidos, alcoholes, y terpenos. En general, son compuestos
de gran relevancia organoléptica para el tomate, y convierten a la FG en
una interesante potencial fuente de aroma. En algunos casos se ha
obsevado la distinta naturaleza o cuantia de algunos de los aglicones

liberados a partir de los extractos de glicosidos entre las variedades
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consideradas y en funcion del estado de maduracion. En otros casos se ha
podido constatar la liberacion de los mismos aglicones en ambas
variedades pero tras incubacién en presencia de distintas combinaciones
enzimaticas. Estos resultados sugieren y confirman, como ya se discutié
en el Capitulo 1, la influencia que parece ejercer la variedad y el estado de

maduracién sobre la composicion de la FG del tomate.

Finalmente, los resultados de este trabajo, acompafados del
adecuado analisis sensorial, pueden suponer un punto de partida para
abordar la mejora biotecnolégica del aroma del tomate, por ejemplo a
través de la construccion de plantas de tomate modificadas genéticamente
para sobrexpresar enzimas especificos de mayor interés o de la
incorporacién de estos enzimas en los procesos industriales de fabricacion
de derivados de tomate procesado. Posiblemente, los verdaderos avances
en el area de la mejora de la calidad organoléptica de frutas y verduras, y
en particular del tomate, so6lo se consigan integrando un abordaje
multidisciplinar donde se aunen los conocimientos en técnicas de cultivo,
biologia molecular, fisiologia post-cosecha, tecnologia de alimentos, y

genética.
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CONCLUSIONES

Del conjunto de resultados de esta Tesis Doctoral se pueden extraer

las siguientes conclusiones:

1.- Se ha caracterizado la fraccion volatil libre de las variedades de
tomate p73, Jorge, Durinta, Moneymaker y Raf centrandose en los
compuestos mas relevantes para la calidad organoléptica y en los
susceptibles de estar en forma glicosilada. La caracterizaciéon ha mostrado
diferencias significativas entre la composicién de la fraccién volatil libre de
cada variedad que podrian permitir, como ha sido propuesto en trabajos
anteriores, utilizar el perfil aromatico del tomate como herramienta para la

identificacion de variedades.

2.- Se ha caracterizado la fraccion volatil glicosilada de las mismas
cinco variedades, detectandose hasta 10 compuestos glicosilados que no

habian sido detectados en forma libre.

3.- Se ha descrito por primera vez las presencia de los compuestos
1-heptanol, 2-etil-1-hexanol, 1-octanol, salicilato de metilo, guaiacol, y 2-

metoxi-4-vinilfenol en forma glicosilada en el tomate.

4.- La fraccion glicosilada del tomate puede suponer una fuente
potencial para conseguir incrementar la concentracion de determinados
compuestos volatiles en forma libre. De entre los compuestos glicosilados
detectados, trans-2-hexenal, cis-6xido de linalol, trans-6xido de linalol,
benzaldehido, linalol, a-terpineol, B-citronelol, geraniol, 2-feniletanol, y
eugenol han sido descritos como compuestos con repercusion

organoléptica positiva en el aroma del tomate.
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5.- A través del calculo del logaritmo de las unidades de olor (LogU)
se desprende que un numero limitado de compuestos influyen de una
forma esencial en el aroma de tomate, tal y como han propuesto otros
autores, y que la hidrdlisis y liberacién de determinados compuestos a
partir de sus formas glicosiladas podria convertirlos en relevantes desde el

punto de vista organoléptico.

6.- Los compuestos volatiles tanto libres como glicosilados tienden en
general a aumentar su concentracion a medida que avanza la maduracién
del fruto con algunas excepciones. El salicilato de metilo es mas
abundante en el estado de maduracion verde y se detecta a baja
concentracién en el tomate maduro, aunque con diferencias importantes en

funcién de la variedad.

7.- La adicion individual al zumo de tomate de las enzimas BgIN o
Exg1, ambas con actividad B-glucosidasa, ha dado lugar a incrementos
significativos en compuestos de la fraccién volatil libre, entre los que cabe
destacar por su posible repercusidn organoléptica el linalol, nerol, 2-

feniletanol, y eugenol.

8.- La adicién al zumo de tomate de combinaciones de diversas
actividades glicosidicas, capaces de hidrolizar diglicésidos, ha dado lugar a
incrementos significativos en compuestos de la fraccién volatil libre. La
combinacion de las actividades BgIN o Exg1 con las actividades
ramnosidasa (RhaA) o arabinosidasa (AbfB) dio lugar a incrementos en la
concentracién de un mayor numero de compuestos que la incubacion con
cada uno de estos enzimas individualmente. Los tratamientos con
presencia de la ramnosidasa (RhaA) combinada con BgIN o con BgIN y
AbfB fueron los que lograron el mayor numero de aumentos en la

concentracién compuestos volatiles y en general los de mayor cuantia.
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Destacan los incrementos en la concentracion de 3-metil-1-butanol, linalol,
2-feniletanol y nerol por su posible repercusion organoléptica.

9.- Se ha detectado la presencia de glucosa, ramnosa, arabinosa y
xilosa como parte de los azucares componentes de los glicésidos del
tomate. De acuerdo con los productos de las hidrdlisis detectados tras las
incubaciones con cada enzima, en el tomate coexistirian monoglicésidos y

diglicésidos, siendo los de ramnosa los mas abundantes.

10.- Se ha demostrado la utilidad de los tratamientos enzimaticos
para incrementar la concentracién de ciertos compuestos volatiles del
tomate, algunos de ellos con posible repercusion organoléptica positiva.
Esto puede servir de base para abordar la mejora biotecnolégica de la
planta de tomate o el estudio de la aplicacion industrial de los enzimas

durante la elaboracion de productos derivados de tomate.
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