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RESUMEN

Para llevar a cabo una evaluacion de la calidad en volatiles de tomate se ha
desarrollado una metodologia rapida y sencilla con el fin de identificar y cuantificar: hexanal,
2-trans-hexenal, 1-penten-3-ona, 6-methyl-5-hepten-2-ona.El método implica una extraccion
basada en ultrasonidos, seguido de un enriquecimiento por purga y trampa, y de una
determinacion analitica realizada por GC-MS en ionizacién de impacto electronico y modo
SIM. Se optimizaron el proceso de extraccion y el proceso de enriquecimiento: solvente de
extraccion, tiempo de ultrasonidos, tiempo de purga y tiempo de desorcion. El desarrollo del
método se valido: recuperaciones, sensibilidad, linealidad (en términos de limites de
deteccion y cuantificacion) y precision (en términos de repetibilidad y reproducibilidad).Esta
metodologia se aplicara en la evaluacion de la vida util en tomate Raf.

INTRODUCCION

En los ultimos anos, los consumidores han demandando alta calidad en la
comercializacioén de tomates y sus productos derivados (Cebolla, 2006) La pérdida de calidad
se debe al deterioro que sufre el tomate durante su vida util (Alonso,2003). El aroma del
tomate presenta una influencia muy importante en la aceptacion por el consumidor. Los
volatiles responsables del aroma estan presentes a lo largo de la vida post-cosecha del tomate
(K.S. 2000). Algunos se comportan como indices de calidad positivos y otros como indices de
calidad negativos (AngeliKa, 2003).Purga y Trampa (Mezcua, 2003) es una técnica de
concentracion de volatiles, proporcionando un extracto limpio ya que solo se volatilizan los
analitos y no la matriz. En esta técnica de espacio cabeza dindmica, la fase gaseosa que hay
por encima de la muestra es purgada de forma constante con gas portador, y conduce los
analitos al medio donde van a ser atrapados. Con esta técnica es posible alcanzar limites de
deteccion mas bajos, como consecuencia de que se produce una concentracion, y permite la
determinacion de analitos con una baja presion de vapor (Beltran, 2006).El gas de purga pasa
a través de la muestra. La trampa, (desorcion), esta caliente y el gas extractante conduce los
analitos hacia el cromatografo de gases, donde tiene lugar la separacion de estos. La
cromatografia de gases/masas es una técnica de separacion, identificacion y confirmacion de
analitos. En ella la mezcla que contiene los analitos es arrastrada por un gas inerte a través de
una columna y separados en funcidon de su polaridad. La separacion de compuestos depende
de varios factores como: Naturaleza y flujo del gas portador, polaridad y longitud de la
columna, temperatura del inyector y rampa de temperatura del horno cromatografico. Una vez
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separados los analitos, se identifican y confirman en el espectrometro de masas. Mediante
energia eléctrica se rompen los analitos en iones con su masa caracteristica. A cada analito le
corresponde un patron de iones determinado, de modo que su coincidencia confirma la
presencia del analito. La identificacion y confirmacion de analitos en el espectrometro de
masas depende de varios factores: naturaleza de la fuente que irradia la energia eléctrica y del
modo de operacion. El objetivo de este trabajo es desarrollar un método analitico capaz de
identificar y cuantificar: hexanal, 2-trans-hexenal, 1-penten-3-ona y 6-methyl-5-hepten-2-ona
(Tabla 1) para poder realizar una evaluacion de la calidad de la vida util del tomate Raf. Para
ello se realizara un ensayo preliminar de envases en atmosferas modificadas.

Tabla 1. Compuestos estudiados con sus estructuras quimicas.

Compuesto Estructura quimica

Etil Vynil Ketona 0

<

Hexanal o/\/\/\

Trans-2-hexenal /\/\/\

0]

6-methyl-5-hepten-2-ona \ /\)I\

MATERIALES Y METODOS

Reactivos y productos quimicos

Los patrones de referencia utilizados fueron: Ethyl Vynil Ketona (Sigma Aldrich, 97%
de pureza).Hexanal (Sigma Aldrich, 97% de pureza)Trans-2-hexenal (Sigma Aldrich, 95% de
pureza).6-methyl-5-hepten-2-ona (Sigma Aldrich, 98% de pureza).El estdndar interno
utilizado fue MTBE. Grado HPLC, 98.9% de pureza. Como extractante, se utilizé CICa2 al
99.5% de Panreac. Los solventes organicos (metanol y agua mili Q) presentaron calidad
analitica de Panreac.

Muestras

Las muestras, Lycopersicum esculentum (variedad RAF), utilizadas en el ensayo son
proporcionadas por el laboratorio de COEXPHAL, unién de cooperativas horticolas
almerienses.

Materiales

Sistema purga y Trampa. (Fig 1). Para el enriquecimiento de las muestras se utiliz un
concentrador Tekmar 3100 P&T (Cincinnati, OH, USA). El sistema estaba equipado con un
vaso contenedor de muestras de 5-ml y 30cmx0.312 cm [.D. trampa absorbente empacada con
Gel Tenax/Silica.
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to vent Purge gas

carrier gas T to GC column

Fig 1. Proceso Purga y Trampa .El gas de purga pasa a través de la muestra. La trampa,
(desorcion), estd caliente y el gas portador conduce los analitos hacia el cromatografo de
gases, donde tiene lugar la separacion de estos.

Sistema analizador GC-MS. Cromatografo de gases HP 6890 (Hewlett-Packard, Palo Alto,
CA,USA) interconectado a un detector selectivo de masas HP 5973 .La adquisicion de datos,
procesamiento y control instrumental fueron desarrollados mediante el software Chem-Station
HP mass-selective detector.

Procedimiento de extraccion

Se procedid a triturar tomate (sin lavar) hasta el grado de puré.:Se pesaron 6gr del
tomate antes triturado y se diluyeron con 30ml de extractante. Previamente se optimizo la
solucion del extractante. Para ello se hicieron diversos analisis en: Agua, Metanol, Acetona,
Agua:metanol 50:50, Agua:metanol 80:20, Agua:metanol 90:10, Agua:metanol 95:5. Siempre
se utilizo una Solucion saturada en ClICa;.La solucion extractante con la que se obtuvo mayor
numero de volatiles de interés fue: Agua:100% saturada en ClCa. Para facilitar y completar el
proceso de extraccion se procedio a la utilizacion del ultrasonidos. Previamente se optimizo6 el
tiempo de ultrasonidos realizando diversos analisis: 7, 10, 15, 20 y 40 min. El tiempo de
ultrasonidos con el que se obtenia mayor representacion de abundancia en los volatiles de
interés era de 10 min ( con tiempos mayores comienza la degradacion de volatiles).:El
filtrado del extracto de tomate se realiz6 mediante un biichner-Kitasato. A continuacion el
extracto se inyect6 en el Purga y Trampa.

Condiciones Purga y Trampa

Volumen de inyeccion: 4mL,temperatura de absorcion: 30°C ,temperatura de
desorcion: 220°C, tiempo de purga: 10.5 min (Fig 2), tiempo de desorcion: 4 min (Fig 3).

996



V CONGRESO IBEROAMERICANO DE TECNOLOGIA POSTCOSECHA Y AGROEXPORTACIONES 2007

Abundancia (UA)
800000 _
6-methyi5-hepten2-ona
700000 _| ———
/ Ethyinitketona
600000
500000 _| 7
400000 | Hexanal
300000 _| MTBE
200000 _ /—mexenal
100000 _
0|
T T T
0 2 4 6 8
Tiempo de desor@n (min)

Fig 2. Tendencia de la abundancia de cada analito con el incremento del tiempo de desorcion.
Para optimizar el tiempo de desorcion, se mantuvo una purga constante de 11 min. Pone de
manifiesto que en el tiempo de desorcién de 4 min hay un maximo/cambio de tendencia en
cada analito.
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Fig. 3. Tendencia de la abundancia de cada analito con el incremento del tiempo de purga.
Para optimizar el tiempo de purga, se mantuvo constante una desorcion de 5 min. Pone de
manifiesto que en el tiempo de purga de 10.5 min hay un maximo/cambio de tendencia en
cada analito.
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Analisis GC-Ms

Columna Modelo NO: 190915-433HP-5MS (5% diphenyl-95%  methylsiloxane)
Capilaridad 30.0 m x 250 pm x 0.25pm nominal. Gas portador: flujo de 1ml/min de helio.
Temperatura del inyector: se optimizé a 250°C.T Inicial= 40°C. Mantenida 8 min. Rampa=
120°C/min. Mantenida 2 min. Tiempo cromatografico total: 18 min. Fuente: Impacto
Electrénico (EI)(Ionizacion Interna), 70 ev .Modo de operacion: SIM. Tabla 2.

Tabla 2. Obtimizacion de parametros cromatograficos-Ms

Compuestos Tiempo de  Iones monitorizados
retencion(min) seleccionados(RA %)

MTBE

(Standard Interno ) 1.653 73 (100)*, 57 (30)

Ethyl Vynil Ketona 2.533 55 (100), 43 (50), 84(40)

Hexanal 4.862 56 (100), 44 (90), 72 (40)

Trans-2-hexenal 7.148 69 (100), 83 (85), 98 (40)

6-methyl-5-hepten-2-ona 12.423 108 (100), 69 (60), 111(50)

*Pocentaje referido a la presencia de los iones mas abundantes para cada analito.

Disefio experimental.

El ensayo consiste en determinar la presencia y la concentracion de estos cuatro
volatiles de interés en tomates empaquetados en atmdsferas pasivas de un supermercado
(Alcampo) durante el almacenamiento a dos temperaturas: 5’C y temperatura ambiente . Las
tomas de muestras se realizan: 1, 4, 8, 11 y 14 dias.

RESULTADOS Y DISCUSION
Validacion de parametros analiticos.

La obtencion de recuperaciones , limite de deteccion y coeficiente de variacion; para

cada volatil analizado por cromatografia gaseosa acoplada a Purga y Trampa se presenta en la

tabla 3 y figura 3.

Tabla 3. Validacion de parametros analiticos obtenidos en matriz de tomate.

Compuestos Recuperaciones %  Limite deteccion (ng/L) Limite cuantificaciéon (ng/L)
C.V.(%) Reprd

MBTE 40.12 23.8 79.4 1.74
Ethyl Vinyl Ketona 37.00 329 110 1.42
Hexanal 24.24 14.2 70.1
2.58

Trans-2-hexenal 50.27 90.9 303.2

1.77

6-methyl-5-hepten-2-ona. 22.24 29.7 90.3
0.52
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Fig 3. Cromatograma que representa la respuesta de los cuatro volatiles ensayados en matriz

de tomate. La matriz de tomate se fortifico con la solucion de patrones de 0.5ppm.

Medida del efecto matriz .

La medida del efecto matriz esta representada por la respuesta de cada analito en
disolvente, y la respuesta de cada analito en matriz de tomate. En las figuras : 4, 5,6, 7y 8 se
muestra el efecto matriz para cada analito.
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Fig 4.Presencia de la abundancia del MTBE en disolvente y en matriz de tomate.
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Fig 5. Presencia de la abundancia de Etil Vinil Ketona en disolvente y en matriz de tomate.
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Fig 6. Presencia de la abundancia de n-Hexanal en disolvente y en matriz de tomate.
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Fig 7. Presencia de la abundancia de 2-trans-hexenal en disolvente y matriz de tomate.
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Fig 8. Presencia de la abundancia de 6-metil-5-hepten-2-ona en disolvente y en matriz de
tomate.

Evaluacion analitica de volatiles durante el almacenamiento de tomate.

Por problemas de instrumentacion de los equipos :Purga y Trampa-Cromatografo GS-
MS, no se ha podido concluir a tiempo el ensayo; no obstante presentaré los resultados
durante la realizacion del Congreso. Disculpen las molestias.

DISCUSION

Validacion de parametros analiticos.

Las recuperaciones presentan valores desde 40.12 hasta 22.24, siendo normales con
estos volatiles en matriz de tomate.

Los limites de deteccion y limites de cuantificacion ponen de manifiesto la buena
sensibilidad del Purga y Trampa-GC-MS.

Los coeficientes de variacion fluctiian entre el 0.52 y el 2.58, poniendo de manifiesto
la repetitividad del método.

Efecto Matriz.
El MTBE presenta menor ionizacidn en matriz de tomate que en solvente,
repercutiendo en menor respuesta y menor abundancia. E1 MTBE es un volatil que no forma

parte del tomate, de modo que se encuentra en dicha matriz menos estable que en el
disolvente.

La Etil Vinil Ketona, hexanal, 2-trans-hexenal y 6-metil-5-hepten-2-ona, presentan
mayor ionizacidon, mayor respuesta y mayor abundancia en matriz de tomate. Estos volatiles

son componentes naturales del tomate; por consiguiente se encuentran mas estables en su
habitat natural.

Evaluacion analitica de volatiles durante el almacenamiento de tomate.
Se discutird cuando se concluya el ensayo.
CONCLUSION

Se concluira cuando finalice el ensayo. Sera presentado durante el Congreso.
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