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RESUMEN

La cocona, Solanum sessiliflorum Dunal (Solanaceae), es una especie nativa del trapecio
amazoénico con potenciales aplicaciones en las industria alimentaria, nutracéutica y
cosmética. La variabilidad morfolégica guarda correspondencia con la variabilidad en los
cambios de habitat y ecologia asi como del proceso de domesticacion de la especie, sin
embargo, poco se conoce sobre las implicaciones que ésta variabilidad morfolédgica tiene
sobre su composicién quimica. El presente estudio pretendié fundamentalmente
diferenciar tres variedades de Solanum sessiliflorum Dunal cultivadas en el municipio de
San José del Guaviare (Guaviare — Colombia), denominadas morfotipos ovalado (1),
redondo pequeio (2) y redondo grande (3) mediante el estudio de sus metabolitos fijos y
volatiles, inicialmente durante su etapa de desarrollo y maduracién y posteriormente en
su madurez fisioldgica.

El estudio durante la etapa de desarrollo del fruto se llevd a cabo mediante la
cuantificacién de diversos factores quimicos que han sido sefialados como indicadores de
madurez debido a sus variaciones cuantitativamente apreciables durante esta etapa. A
partir de los resultados se logrd ubicar el periodo de maduracién del fruto entre los dias
56 y 70 después de la apertura floral. Se encontré que los dacidos predominantes
independientemente al morfotipo evaluado fueron los acidos citrico, mdlico y succinico,
siendo el primero el mayoritario durante todo el tiempo de desarrollo y maduracion; y los
dos ultimos, los que junto a los niveles de fructosa y glucosa marcan diferencias
significativas entre morfotipos. El comportamiento descendente en la emision de didxido
de carbono y los niveles no detectables de etileno, ademas del incremento del acido
mayoritario y la acumulacién de azucares durante la maduraciéon de la fruta son
indicativos de su naturaleza no climatérica. Adicionalmente el analisis multivarible de los
datos obtenidos permitié establecer que los parametros mas discriminantes entre
morfotipos son el contenido de glucosa y sacarosa, y durante el crecimiento y desarrollo
del fruto el contenido de acido citrico y la variacién del tono en el color (expresado como
angulo Hue).

Ya fijado el punto 6ptimo de recoleccién, la comparacion fue realizada mediante el
aislamiento, elucidacidn e identificacion de algunos metabolitos fijos y volatiles presentes
en la fruta, los cuales podrian ser considerados a futuro para darle un valor de uso a los
productos derivados de ésta, por ser un indicador de la calidad organoléptica o



nutracéutica intrinseca a cada uno de los morfotipos. Entre sus metabolitos fijos se
determind la presencia de ésteres metilicos, etilicos, dcidos grasos, parafinas, ademas de
compuestos fendlicos como el acido p-cumarico y la naringenina. La determinacion de los
compuestos volatiles permitié establecer que estdn constituidos en su mayoria por
ésteres y alcoholes (alifaticos y derivados del acido benzdico), y que algunos de los
constituyentes mayoritarios, como el salicilato de metilo, y los ésteres etilicos de los
acidos propidnico, octandico y benzdico, son comunes a los tres morfotipos. La
comparacion realizada sobre los metabolitos secundarios determinados confirmd la
heterogeneidad fitoquimica de los tres morfotipos, siendo el de mayor complejidad el

morfotipo ovalado.

Palabras clave: Solanum sessiliflorum, crecimiento y desarrollo, madurez fisioldgica,
estudio fitoquimico.
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ABSTRACT

Cocona, Solanum sessiliflorum Dunal (Solanaceae) is a native species to Amazonian
trapeze with potential applications in the food, nutraceutical and cosmetic industries. The
morphological variability corresponds with the variability in habitat and ecology changes
and the domestication process of the species, however, little is known about the
implications this morphological variability has in chemical composition. The present study
aimed mainly distinguish three varieties of Solanum sessiliflorum Dunal cultivated in San
José del Guaviare (Guaviare - Colombia), known as oval (1), small round (2) and big round
(3) morphotypes by studying their fixed and volatile metabolites, initially for their stage of
development and maturation, and laterfor their physiological maturity.

The study during the fruit development stage was carried out by quantifying chemical
factors have been identified as maturity indicators due to its significant quantitative
variations during this stage. From the results achieved to place the fruit ripening period
between days 56 and 70 after anthesis. We found that the predominant acids were citric,
malic and succinic acids, the first being the majority at all times of development and
maturation, and the last two, which together with the levels of fructose and glucose
indicate differences significant differences between morphotypes. The emission of carbon
dioxide downward trend and ethylene undetectable levels, as well the increase of highest
acid and sugar accumulation during ripening of the fruit are indicative of non-climacteric
nature. Additionally multivariate analysis of the data established that the most
discriminant parameters between morphotypes are the content of glucose and sucrose,
and during growth and development of the fruit citric acid content and variation in color
tone (expressed as an angle Hue).

Since the optimal set of collection, the comparison was made by isolation, elucidation and
identification of some fixed and volatile metabolites present in the fruit, which could be
considered in future to give to the products derived from it a use value, because it is an
indication of the intrinsic organoleptic or nutraceutical quality of each morphotypes.
Among its fixed metabolites was determined the presence of methyl esters, ethyl alcohol,



fatty acids, waxes, as well as phenolic compounds p-coumaric acid and naringenin. The
determination of volatile compounds established that consist mostly of esters and
alcohols (aliphatic and benzoic acid derivatives), and that some of the major constituents,
such as methyl salicylate, and ethyl esters of propionic acid, octanoic and benzoic, are
common to the three morphotypes. The comparison of certain secondary metabolites
confirmed the heterogeneity of the three morphotypes phytochemical, with the more
complex the oval morphotype.

Keywords: Solanum sessiliflorum, growth and development, physiological maturity,
phytochemical study.
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AC Acido carboxilico
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DAF Después de apertura floral

dd doble doblete

DES Destilacion extraccidén simultanea con Solvente
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1 INTRODUCCION

La familia Solanaceae comprende un gran nimero de especies herbdceas, arbdreas,
arbustivas, epifitas y trepadoras, que se caracterizan por su estrecha relacion con el flujo
nutricional y farmacolégico inherente al quehacer humano. Esta familia es constituida por
un estimado de 90 géneros que a su vez se subdividen en cerca de 4000 especies, entre
las cuales se cuentan algunas comunmente reconocidas como la papa (Solanum
tuberosum), el tomate (Solanum lycopersicum), el aji (Capsicum spp.), el lulo (Solanum
quitoense), el tabaco (Nicotiana tabacum) entre otras®.

Tal amplitud de géneros y especies, variabilidad genética y molecular, ademas de la gran
diversidad bioldgica que la caracteriza, ha hecho que ésta familia de plantas sea objeto no
solo de recurrentes investigaciones, sino también de una elevada importancia econdmica,
gue en la actualidad se expresa en diferentes aspectos como el alimenticio, el ornamental
y el medicinal. De hecho, las especies pertenecientes a esta familia son ampliamente
usadas en la industria farmacéutica debido a la complejidad de sus compuestos,
principalmente constituidos por alcaloides, que pueden surtir diversos efectos en la salud
humana®. No por nada es descrita como una familia de una increible pluralidad bioldgica,
guimica y ecoldgica, con gran importancia comercial por a su amplia distribucion
mundial®®.

El que sus especies se encuentren en todo el mundo exceptuando la regién Antartica, no
solo la ubica en todos los habitats, desde el mas humedo hasta el mas seco, sino que
también explica su amplia diversidad morfolégica representada por la gran variedad de

caracteres en flores y frutos*P.

Sin embargo, es esa misma amplitud la que ha impedido
gue sus especies hayan sido satisfactoriamente caracterizadas en todas las areas del
conocimiento, a pesar que estas tengan gran impacto econdmico para algunos sectores

mundiales.

Un caso palpable de éste hecho es la situacion observada en la regidon amazdnica, la cual
es reconocida mundialmente no solo por su amplia biodiversidad en flora y fauna, sino por
su riqueza cultural y valioso conocimiento tradicional. Aunque la mayor densidad
poblacional de la familia Solanaceae ha sido reportada en Suramérica, donde casi dos




terceras partes del género Solanum tiene representantes nativos y una tercera parte del
género es considerada endémica, se encuentran casos como el de Solanum sessiliflorum
Dunal, una especie nativa de la region amazédnica, sobre la cual se desconocen diferentes
aspectos como su riqueza fitoquimica, su comportamiento quimico durante su
crecimiento y desarrollo, y las implicaciones que sobre éstos tiene su pluralidad
morfolégica.

Algunos autores precisamente han sugerido que el conocimiento de la dindmica de
crecimiento del fruto, el color y la quimica involucrada en la seleccién natural de las
especies del género Solanum pueden convertirse en estrategias novedosas para su

manipulacion en un contexto comercial 1b

; dando soporte a las iniciativas de
bioprospeccidn, que tienen como fin ultimo el uso sostenible y racional de la biodiversidad
mundial, la cual particularmente en nuestro pais cobra gran importancia debido a que se

convierte en una alternativa para las iniciativas empresariales amazénicas.

La bioprospeccion de las especies vegetales ha sido delimitada como la “tematica vy
trabajo colectivo orientados hacia la busqueda, conocimiento y seleccidon de organismos o
productos derivados, con uso actual o potencial en salud, alimentacién, industria y medio
ambiente, entre otros y su aprovechamiento sostenible en procesos productivos a escala
industrial o artesanal, con aplicacion nacional o internacional de los productos o servicios
generados”?. Particularmente este trabajo en busqueda del conocimiento de una de las
especies amazonicas involucra la busqueda de metabolitos que permitan dar a éstas un
uso potencial, dejando atras el concepto extractivista y ddndole una nueva perspectiva
sostenible al uso de la biodiversidad?, la cual especialmente en la Amazonia colombiana se
hace mas que una idea atractiva, una inminente necesidad; esto, al hacer conciencia que
la riqueza biolégica amazdnica contrasta de manera evidente con la creciente pobreza y
destruccién ambiental que azota esta region; llevando inexcusablemente a reconocer que
la biodiversidad no es exclusivamente un tema ambiental, sino principalmente social.

Dentro de éste contexto, en el departamento del Guaviare se han establecido entre los
anos 1999 y 2005 cerca de 150 Parcelas agroforestales, con especies maderables y de
frutas amazdnicas como arazd, copoazu, cocona y borojd, lo que aporta una base
productiva importante para la “Asociacion de Productores para el Cambio Econdmico del
Guaviare ASOPROCEGUA” quien lidera el desarrollo fruticola en el departamento del
Guaviare. Esta organizacién aglutina a 450 familias y actualmente cuenta con 145 socios
activos que buscan aprovechar el potencial de los recursos biolégicos en beneficio de la
region.
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A pesar de este potencial, los frutales amazdnicos no han logrado consolidarse como una
cadena de valor que permita a productores, transformadores y comercializadores,
equitativamente, acceder a mercados, locales, nacionales e internacionales. Esto debido,
entre otras razones, al escaso conocimiento de la oferta potencial productiva por
localidad, la carencia de estudios tecnolégicos de la dinamica del crecimiento y la
productividad de las especies en los diferentes sistemas productivos establecidos que
conduzcan a un buen manejo agrondmico de las mismas, la inexistencia de registros de las
pérdidas que se presentan tras la recoleccion que se ven incrementadas por la falta de
adopcion de tecnologias desarrolladas para la validacion de métodos de cosecha,
seleccion, clasificacion y tratamiento poscosecha; todo ademas del hecho que la mayoria
de organizaciones de productores y pequeiia iniciativas empresariales presentan
debilidades en aspectos como capacidad organizacional, gestiéon empresarial y estrategias
de comercializacidn.

Entre los frutales amazonicos cominmente cultivados en el Departamento del Guaviare se
destaca el caso de Solanum sessiliflorum Dunal, comUnmente conocida como cocona,
topiro o cubiu; ésta, aunque es una especie endémica, fue introducida por nativos y
colonos en los arreglos agroforestales y chagras en sus sitios de asentamiento, lo cual la
constituyé en un alimento tradicional de ésta zona, reconocido por su refrescante sabor,
y por las propiedades que etnobotanicamente le son atribuidas, las cuales van desde su
uso tépico para sanar quemaduras y eliminar algunos parasitos, hasta su ingestion para el

control de los niveles de glucosa, colesterol y &cido drico en la sangre®®*.

De ésta manera, la cocona, como buena parte de los frutales amazoénicos ha sido
considerada como especie promisoria, debido a sus atractivas caracteristicas sensoriales,
alto valor nutricional, potencial actividad bioldgica y la posibilidad de incluirle en
diferentes procesos agroindustriales. No obstante, en nuestro territorio nacional los
frutales amazdnicos son poco conocidos debido a que tienen un comercio y una escala de
produccion reducidos, lo cual se deriva precisamente a las razonas ya expuestas para los
demas frutales amazoénicos, que se enfatizan por su escasa difusién, problemas logisticos y
los vacios en investigacion basica y tecnolégica que permitirian dar respuesta a diversas
cuestiones sobre la calidad y el rendimiento de la fruta.

En el caso de la cocona, éste vacio en la investigacion no solo se encuentra en el
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desconocimiento de los apropiados tratamientos pre y poscosecha y la dinamica del
crecimiento y la productividad de las especies en los diferentes sistemas productivos
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establecidos, sino también al de las implicaciones que tiene su variabilidad en cuanto al
tamafo de fruto, forma y sabor, aun a pesar que estas variaciones sean comunmente
reconocidas a escala local por los residentes de la alta Amazonia; ya que han sido
resultado del proceso de seleccidén y domesticacion realizado por indigenas y colonos.

Este proceso de domesticaciéon ha generado cambios metabdlicos en la planta, lo cual
podria pensarse conduce a variaciones en su contenido de metabolitos primarios, y mas
aun en los secundarios, ya que algunos de éstos son considerados caracteres especificos
de las especies, ademas de respuestas quimicas de defensa y adaptacion al ambiente; por
lo tanto su variabilidad puede ser tomada como una caracteristica del mismo nivel que la
morfologia de la planta.

Los escasos estudios realizados sobre la especie han sido limitados a estudios puntuales
gue no diferencian las variaciones en la composicion quimica entre las diferentes
variedades de la fruta, y mucho menos el comportamiento de cada una durante su
desarrollo; lo cual se convierte en un obstaculo para la adopcidn de decisiones técnicas en
el cultivo, y aun mas alld para el aprovechamiento de sus propiedades intrinsecas utiles
para la generacién de valor agregado y por tanto para el descubrimiento de nuevos usos
en el sector agroindustrial.

Siendo las frutas mas que una caracteristica propia de las angiospermas los organelos
destinados para la propagacion de las semillas y por tanto la preservacion de cada una de
las especies, el estudio de su comportamiento quimico (metabolitos fijos y volatiles, color,
patrén de respiracidn, etcétera) durante las etapas de crecimiento y desarrollo, se
convierten en una herramienta util para un correcto tratamiento durante su pre y pos
cosecha, con el fin de aumentar la calidad del producto, y de ésta manera convertirlo en
una alternativa cultivable no solo a nivel de seguridad alimentaria, sino a un nivel
comercial viable y sostenible.

En este sentido el Instituto Amazdnico de Investigaciones Cientificas Sinchi y la
Universidad Nacional de Colombia, mediante el proyecto “Interaccidon genotipo-ambiente
en el rendimiento y la produccién de derivados funcionales de frutos amazénicos con
potencial para el departamento del Guaviare” el cual actualmente se ejecuta con la
colaboracién del Ministerio de Agricultura y Desarrollo Rural; pretende a través de
procesos de investigacion participativa e innovacion tecnolégica, organizativa vy
empresarial con ASOPROCEGUA (asociacién de pequefios productores) contribuir a la
sostenibilidad de los sistemas productivos con potencial para el desarrollo y
fortalecimiento de cadenas de valor que contribuyan a la generacion de ingresos y al
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mejoramiento de la calidad de vida de los pobladores de la regién amazodnica, esto dentro
del marco del componente de Diversidad Bioldgica, Biotecnologia y Biocomercio del Plan
Estratégico Nacional 2004 — 2012, que contempla el desarrollo de estrategias que
impulsen la inversion, produccion y comercio de los productos y servicios derivados de la
biodiversidad, con el fin de lograr un desarrollo sostenible de la regién amazdnica, tal y
como fue planteado dentro de los objetivos del Convenido de Diversidad Bioldgica®.

Asi las cosas, el presente proyecto de tesis pretendidé esclarecer si las variaciones
morfolégicas de la especie pueden ser consideradas indicadores de cambios en la
composicién quimica de ésta, y aun mas allda sus implicaciones sobre el momento
adecuado de recoleccion del fruto, con el fin de maximizar la probabilidad de éxito
durante las etapas posteriores que contemplan su transformacion y comercializaciéon. De
ésta manera el presente trabajo se enmarcé en el contexto del conocimiento de la
biodiversidad nacional y especialmente la agrodiversidad como uno de los soportes
potenciales para el desarrollo del pais y el mejoramiento de la seguridad alimentaria de
las comunidades residentes en la Amazonia colombiana. En lo especifico, se pretendio
correlacionar tres de las variaciones morfolégicas de Solanum sessiliflorum Dunal,
comunmente cultivadas en el departamento del Guaviare (ovalado (1), redondo pequefio
(2), y redondo grande (3)), con la presencia de algunos metabolitos fijos y volatiles, y de
ésta manera contribuir con el conocimiento de uno de los frutales amazdnicos
promisorios de éste departamento, que en un futuro puede verse traducido en un
aumento de su difusién y consumo en el territorio nacional.

Bajo estas circunstancias, y para facilitar la lectura de los resultados del trabajo, este se
dividio en siete partes fundamentales. La primera pretendidé enmarcar el problema que
durante el trabajo se decidié abordar y justificar la importancia que para la comunidad de
la Amazonia colombiana tiene su solucién. La segunda le permite al lector tener un
conocimiento previo de la especie estudiada y los soportes bibliograficos utilizados para la
disertacion de los resultados. La tercera muestra los objetivos que se persiguieron durante
la realizacion del presente proyecto. La cuarta muestra la metodologia y el disefio
experimental adoptado para lograr establecer las diferencias quimicas entre tres
morfotipos de cocona cultivados en el Departamento del Guaviare; el cual, con el fin de
afrontar el problema de desconocimiento del fruto de un modo global fue abordado en
primer lugar durante la etapa de desarrollo del fruto mediante la cuantificacion de
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diversos factores quimicos que diversos autores han sefialado como indicadores de
madurez debido a sus variaciones cuantitativamente apreciables durante esta etapa;

7 ‘



posteriormente, ya fijado el punto 6ptimo de recoleccion mediante el aislamiento,
elucidacidn e identificacion de otros metabolitos fijos y volatiles presentes en la fruta, los
cuales podrian ser considerados a futuro para darle un valor de uso a los productos
derivados de ésta. La quinta resume los resultados obtenidos dentro del proyecto, los
cuales al haber sido analizados utilizando como herramienta el andlisis multivariado
permitieron encontrar los factores con mayor incidencia en la diferenciacion quimica
entre morfotipos. Finalmente la sexta y séptima recopilan las conclusiones vy
recomendaciones del proyecto desarrollado.
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2 ESTADO ACTUAL DEL TEMA

2.1 Género Solanum

2.1.1 Generalidades

Solanum es uno de los géneros mas grandes del reino vegetal. Este incluye cerca de 1400
especies distribuidas a lo largo de todo el mundo, aunque la mayor parte se encuentra
concentrada en la Amazonia tropical, de hecho se considera que alli cerca de las dos
terceras partes del género Solanum tiene representantes nativos y una tercera parte del

género total es endémica®*“>.

llustracién 2-1. Hojas simples, opuestas, glabras, desiguales en tamario, pecioladas de Solanum nigrum

llustracién 2-2. Flores actinomrofas de 5 sépalos y 5 estambres con caliz y corola. A: Solanumperuvianum, B:
Solanummacbridei.C: Solanuminelegans
Fuente: Natural History Museum. Solanaceae Source, disponible en http:/Mww .nhm.ac.uk/research-
curationfresearch/projects/solanaceaesource/solanum/morphology.jsp.
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2.1.2 Caracteristicas taxonomicas y morfologicas

Las especies del género Solanum abarcan una gran variedad de plantas, desde hierbas
anuales hasta arbustos. Las hojas del género (llustracion 2-1) pueden ser alternas,
opuestas o geminadas; simples o compuestas; glabras o pubescentes, frecuentemente
desiguales en tamafio, lobuladas o compuestas, pecioladas o sésiles, sin estipulas®.

Sus flores son generalmente actinomorfas, de 5 pétalos, cdliz, corola y 5 estambres;

anteras dehiscentes, néctar ausente. Pueden ser unisexuadas o hermafroditas®
(Hustracion 2-2).

Sus frutas son de morfologia variable, pueden ser bayas suaves de colores brillantes, secas
de colores brillantes, suaves verdosas, duras de color amarillo verdoso o secas encerradas
por un cdliz (llustraciéon 2-3). Se caracterizan por su sabor suavemente dulce y la
presencia de glicoalcaloides®.

llustracién 2-3. . A: Solanum mammasum, B: Solanum pseudocapsicum.C: Solanum scabrum
Fuente: Natural History Museum. Solanaceae Source, disponible en http:/Awww .nhm.ac.uk/research-
curationfresearch/projects/solanaceaesource/solanum/morphology.jsp.

2.1.3 Etnobotanica del género

Al igual que las demds especies de la familia Solanaceae, al género Solanum le han sido
atribuidas diferentes propiedades farmacolégicas, que han sido reflejadas en diversos
estudios de actividad biolégica. En la Tabla 2-1 se resumen usos tradicionales que se le
dan a algunas especies del género Solanum en la regién amazdnica™

Tabla 2-1.Etnobotanica del género Solanum Fuente: Rodrick et al., 1991

ESPECIE Uso

Solanum spp. Se usa para curar eczemas, heridas, Ulcera, enfermedades venéreas,
reumatismo, fiebres, tumores, desordenes de la piel y afecciones intestinales.
Es considerado diurético

Solanum apaporanum Los indigenas de rio Vaupés y Apaporis (Kubeos) secan y pulverizan el fruto
y aplican el polvo en el cuerpo como repelente.

Solanum appesum En Mocoa se consideran téxicas. Las hojas se usan para lavar las prendas.
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Continuacion Tabla 2-1.Etnobotanica del género Solanum Fuente: Rodrick et al., 1991

ESPECIE uso

Son irritantes.

Solanum jaimaicense En Leticia las frutas son hervidas y mezcladas con farifia para aliviar
enfermedades estomacales. Los Ticunas la usan como purgante. Se
consideran frutos téxicos.

Solanum liximitante Los Taiwanos usan su decoccion para aliviar la tos persistente.
Solanum mammosum Se usa como insecticida o repelente
Solanum rugosum En la Pedrera se usan sus hojas para los dolores del higado. Son irritantes.

Se usan para lavar las prendas.
Solanum stramonifolium En el Vaupés sus frutos son ingeridos. Se usa para la contencion de
hemorragias.

2.1.4 Estudios fitoquimicos

Los metabolitos secundarios tienen por objetivo actuar como defensa a ataques de
herbivoros, microorganismos, virus y plantas competitivas; o bien, como compuestos
sefal para atraer procesos de polinizacion o dispersion de semillas; por tanto se
consideran compuestos asociados a la supervivencia y la reproduccién de las plantas que
representan los caracteres adaptativos de la seleccidn natural durante la evolucién’.

Las especies del género Solanum, como miembros de la familia Solanaceae producen una
gran variedad de metabolitos secundarios entre los cuales se encuentran tropano
alcaloides, alcaloides esteroidales, withanolidos, ecdyesteroides, sesquiterpenos,
diterpenos y algunas antraquinonas, saponinas esteroidales, sapogeninas, terpenos

pentaciclicos, y los principios pungentes del género Capsicum™®”*.

Especificamente, el género Solanum ha sido extensamente estudiado por sus alcaloides
esteroidales, sus saponinas esteroidales y sus isoprenoides®.Los alcaloides del género
Solanum exhiben un interesante rango de bioactividad, entre las cuales se encuentra la
inhibicién tumoral, antifingica, antihepatotéxica, antiviral, teratogénica, embriotdxica 2,9
Los alcaloides esteroidales son dominantes en los géneros Solanum vy Lycopersium, y en
algunos pocos reportes se encuentran hallazgos en los géneros Lycianthes, Cyphomandra
y Cestrum parqui’.  Algunos ejemplos de alcaloides esteroidales son 2-(-metil-
tetrahidrofurano)-solanidina (1) aislado de Solanum cornifolium®® y solasodina (2) que se
encuentra en diferentes especies del género Solanum como S. torvum®!, y el robeneosido
A (3) de Solanum lycocarpum™.

Se encuentran también diversos reportes de saponinas esteroidales aislados de diferentes
especies del género Solanum. Entre ellos se encuentran los licondsidos a, b y c (4) de
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Solanum lycocarpum®®, solanigrésido C (5) de Solanum nigrum**, solakasosido (6) de
Solanum khasianum™®, solanolactdsido A (7) de Solanum torvum?®.
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2.2 Solanum sessiliflorum Dunal

2.2.1 Generalidades

La cocona o cubiu (Solanum sessiliflorum Dunal) es una especie nativa de la regién

.17 " Es una planta que crece

Amazénica que fue domesticada por las tribus indigenas
mejor a pleno sol que en sombra’. Pertenece a la seccion Lasiocarpa de la familia de las
solandceas, lo que la relaciona filogenéticamente con la naranjilla o lulo (Solanum

quitoense)*® ¢

Se encuentran reportes de que la cocona es un fruto con una cantidad considerable de
hierro, vitaminas A y C, lo cual la hace una posibilidad importante para disminuir los
problemas nutricionales de la regién amazdnica™®.

De acuerdo con los reportes encontrados la cocona es originaria del alto Orinoco. La
especie se distribuye por toda la Amazonia del Brasil, Colombia, Perd, Ecuador vy
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Venezuela (llustracion 2-4). en los Andes del Ecuador y Colombia hasta 1000 msnm, en los
valles interandinos en Colombia y en el litoral Pacifico del Ecuador y Colombia®®*’. Se
encuentra en forma silvestre principalmente en las llamadas vegas de rio y cultivado en las
chagras por los habitantes de la region Amazdnica, por lo cual es comuln encontrarla en los
mercados del Oeste Amazoénico’.En los municipios occidentales del estado del Amazonas
del Brasil, la cocona se encuentra en forma espontanea en los campos y parcelas de los
indios y mestizos™®.

llustracion 2-4. Distribucion de Solanum sessiliflorum. Fuente: Silva Filho, 1998

Posiblemente su variabilidad morfolégica se deba al proceso de seleccidon indigena. Se
encuentran diversos reportes, incluyendo el de Humbolt quien la encontré en la localidad
de San Fernando de Atabapo y le dio el nombre de Solanum topiro™.

7 s ”, . 4
2.2.2 Caracteristicas taxonémicas “°

Divisidn: Spermathophytae
Subdivision: Asteridae
Tribu: Solaneae

Subfamilia: Solanoideae
Familia: Solanaceae
Seccion: Lasiocarpa
Subgénero: Leptostemonum
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Género: Solanum
Especie: sessiliflorum
Nombres comunes: Cocona, Cubiu, Topiro, Orinoco Apple, Peach tomato

2.2.3 Caracteristicas morfologicas

La planta de cocona es un arbusto herbaceo y fructifero, de una altura entre 1y 2m,
erecto y ramificado (llustracién 2-7). En su madurez se torna semilefiosa, de tallo cilindrico
y grueso, de abundante pubescencia, y ramifica cerca del suelo. Sus hojas son simples,
alternas y con estipula en forma de espiral, en grupos de tres, ovoides, grandes, de apice
agudo, bordes sinuados, |ébulos acuminados, triangulares e irregulares con un lado de
[dmina mas alto que el otro; sus dimensiones de encuentran entre los 30 y los 50cm
longitudinalmente y 20 a 30cm transversalmente. Las hojas mayores tienen peciolos
hasta de 14cm de largo. La cara anterior de la hoja tiene una pubescencia dura vy

blancuzca mientras que en la posterior esta es suave y estrellada®® 8.

Sus condiciones optimas de cultivo se encuentran entre los 18 y los 30°C, una altura entre
los 2 y los 1200m, en zonas sin presencia de heladas, con precipitacidon pluviométrica de
1500 a 1400 mm/afio y con una humedad relativa promedio de 85%*. Dependiendo del
material genético cultivado la producciéon varia entre las 40 y las 100 toneladas por
hectdrea, ofreciendo una posibilidad de programar la produccién de modo tal que haya
cosecha el afio entero, asegurando un abastecimiento constate para la agroindustria®®.

La planta necesita solo una pequeia cantidad de fertilizante para tener una buena
productividad, aun en suelos acidos e infértiles'®. Sin embargo es importante tener en
cuenta que esta planta es especialmente sensible a la temperatura y la presencia de
ciertos substratos* 8.

Es considerada resistente al ataque de hongos. Su ciclo vegetativo es calificado como
corto'’, ya que la produccién empieza aproximadamente 7 meses después de la siembra,
después de los cuales se encuentra una fructificacidon continua a lo largo de 1 o 2 afios
mas. Su vida util es de 3 afos y la produccién es de 14kg/afio, lo que corresponde a cerca
de 146 ton/ha. Dependiendo de las condiciones del suelo, el clima y el genotipo, las
plantas alcanzan una altura que varia entre los 0,8 y los 2,0m*°.
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La inflorescencia es una cima situada en las ramas entre cada grupo de tres hojas vy
contiene entre cinco y ocho flores, de las cuales subsisten de uno a tres frutos. La cima
estd constituida por una rama de poco mds de un centimetro, en la cual se ubican, en
forma espirada, los pedunculos florales, cada uno de los cuales tiene entre 2 a 5 mm de
largo. La corola es de forma estrellada con 5 pétalos de color verde claro ligeramente
amarillento. El cdliz estd constituido por 5 sépalos de color verde. Las 5 anteras son
amarillas, cada una de 3mm de largo y 1mm de ancho (llustracién 2-5)*.

Las flores, tanto las hermafroditas como las estaminadas, no poseen diferencias
morfolégicas externas importantes. Las flores estaminadas poseen estilete reducido y
ovario rudimentario. Las flores hermafroditas poseen un estigma humedo y estilete
glabro, midiendo de 7 a 10cm, y su ovario es piloso y con forma de globo*?

llustracion 2-5. Flor de cocona

llustracion 2-6. Fruto de cocona

llustracién 2-7. Planta de cocona

El fruto de la cocona se caracteriza por un color verde en su estado de inmadurez, que se
torna amarillo — ocre en su punto de colecta (llustracién 2-6). Su peso varia entre los 30y
los 400 g; su corteza es pubescente y coridcea. Su forma puede ser redonda, oblonga,
achatada o alargada. La pulpa de la fruta constituye cerca del 75 % de la fruta y se

caracteriza por tener un agradable sabor &cido***’.

La cocona es muy variable en su tamafio de fruto, forma y sabor, y existe evidencia de que
estas variaciones son comunmente reconocidas a escala local por los residentes de la alta
Amazonia donde la planta es cultivada por indigenas (llustracion 2-8). Algunos consideran
que las diferencias son lo suficientemente marcadas para considerarlas especies
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separadas de S. sessiliflorum, y se han propuesto S. alabile y S. georgicum para

nombrarlas, aunque otros autores ponen en tela de juicio este estatus **<*8,

llustracion 2-8. Morfotipos cultivados en San José del Guaviare. De izquierda a derecha morfotipos ovalado (1), redondo
pequefio (2) y redondo grande (3)

La considerada por algunos Solanum alabile, es nativa del rio Putumayo en el Amazonas

Colombiano, se caracteriza por tener frutos de mayor tamafio, mas dulces y menos acidos

que los otros morfotipos de Solanum sessiliflorum.

La S. georgicum es la posible progenitora de las etnovariedades agrupadas en S.
sessiliflorum var. sessiliflorum. Se caracteriza por tener espinas y frutos pequefos de
forma globosa. La desaparicion de las espinas es posiblemente una consecuencia de la
domesticacion del fruto.

2.2.4 Etnobotanica de la especie

La pulpa el fruto es consumida directamente, en jugos, mermeladas, jaleas, dulces,

compotas, ensaladas o combinada con bebidas alcohdlicas y carnes*

En el aspecto etnobotdnico, se dice que es buena para los rifiones, el higado y la piel.
Como medicamento tradicional, las hojas maceradas sirven para cicatrizar heridas
provocados por picaduras de aranas, para evitar la formacién de ampollas en casos de
guemaduras. El jugo es recomendado para el control de los elevados niveles de
colesterol, el acido urico y de glucosa en la sangre, para curar la rasquifia en la epidermis

externa y como acaricida. Como cosmético es usado para limpiar y dar brillo al cabello®
20

Las semillas del fruto son secadas y pulverizadas para uso medicinal. La tribu de los
Taiwanos mezcla este polvo con el de la coca para aplicarlo sobre las membranas mucosas
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y la lengua cuando estdn irritadas. Los Tukanos del rio Apaporis toman una decoccién
fuerte y tibia que actua como desparasitante. En La Pedrera la cocinan en agua y se la
aplican en compresas en la frente para eliminar el dolor de cabeza. Se considera un
excelente diurético y que actda contra la gripa™.

2.2.5 Estudios previos

Los estudios previos sobre Solanum sessiliflorum Dunal incluyen puntos de vista
taxondmicos, botdnicos, bioldgicos y agrondmicos ' 2%; sin embargo son escasos los que
se centran en el aspecto quimico de la fruta o de la planta en general, y aun mas escasos

los que correlacionan este con las variaciones morfolégicas de la fruta.

Marx et al., 1998, realiz6 una caracterizacion de la composicién quimica general de la
fruta en su madurez; que la describe como un fruto con un contenido de agua del 90,5 %y
32,1 % de carbohidratos libres; con contenidos importantes de acido citrico y malico (14,1

g y 0,36 g por cada 100 g de fruto), glucosa, fructosa y sacarosa (18,4 g; 7,0g y 3,8 g/100 g
de fruto respectivamente).
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En cuanto a sus metabolitos volatiles se reporta la presencia de salicilato de metilo (8),
safrol (9) y acido palmitico (10) en el extracto obtenido por medio de arrastre por
vaport’la de 4-hidroxi-4-metil-2-pentanona (11), salicilato de metilo (8), E-3-hexen-1-ol
(12), acidos benzdico (13), cinamico (14), octandico (15) y decandico (16), a partir de la
hidrdlisis enzimatica del extracto glicosidico de la fruta®? y de salicilato de metilo (8), Z-2-
hexenal (17), Z-3-hexenal (18) y a-terpineol (19) a partir del extracto obtenido por
extraccion liquido - liquido con pentano : diclorometano de la fruta homogenizada?3.

A continuaciéon se muestra un breve resumen de los aportes encontrados mas relevantes
en el estudio de la cocona (Tabla 2-2).
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Tabla 2-2. Algunos estudios relevantes sobre Solanum sessiliflorum

AUTOR (ANO)

RESUMEN

Boufleuher et al. (2008)™®

El estudio establecid un protocolo para la micropropagacion de
cocona in vitro. Se investigaron diferentes medios de cultivo y
diferentes micronutrientes con el fin de encontrar las mejores
condiciones

Marx et al. (1998)™

Realizan un andlisis quimico general del fruto maduro de Solanum
sessiliflorum que incluye macronutrientes, micronutrientes, acidos
orgdnicos, carbohidratos individuales, acidos grasos, aminoacidos
libres, aminas biogénicas y compuestos volatiles. Resaltan la
importancia de estudios posteriores sobre el cambio de nutrientes
en cada morfotipo.

Pahlen, (1977)"

Describe el comportamiento agrondmico y las variables de una
coleccién de 35 accesiones de cocona, colectadas a lo largo de la
Amazonia brasilera y peruana. Se encontré una gran variabilidad
genéticaen cuanto a la formay el tamafo del fruto.

Salick (1987)**

Estudio de la produccion de cocona de 25 variedades distribuidas
en la Amazonia Peruana

Silva Filho et al. (1999)*

Describe correlaciones fenotipicas, genéticas y ambientales entre
13 descriptores morfoldgicos y quimicos de 24 etnovariedades de
cocona provenientes de la Amazonia Brasilera, peruana y
colombiana

Silva Filho et al. (1997)*

29 accesiones naturales de cocona de la colecddn de
mejoramiento genético de hortalizas del Instituto nacional de
Pesquisas da Amazonia — INPA, fueron estudiados en diferentes
caracteristicas morfoagrondmicas para descubrir los coeficientes
de relacién genotipica y la influencia de éstas sobre la produccion
de frutos.

Silva Filho et al. (1989)"°

Variacén Fenotipica en frutos de doce introducciones de cubiu
(Solanum sessiliflorum Dunal) halladas en Manaus (Brazil), con el
fin de determinar sus diferendas de produccion, forma vy
dimension del fruto, firmeza de la pulpa, volumen de jugo, y
solidos solubles totales.

Storti (1988)°

Estudio de la biologia floral de Solanum sessiliflorum Dunal var.
sessiliflorum de la region de Manaos en Brazil. Se evaldan
diferentes especies de abejas polinizadoras.

Couturier (1988)°**

Se citan algunas especies de insectos potencalmente peligrosas
para el cultivo de cocona.

Yuyama et al. (2007)*

Cuantificacion de los macro y los micronutrientes de algunas
etnovariedades de cubiu (Solanum sessiliflorum Dunal) con el fin
de realizar un aporte a la tabla de composicién quimica de los
alimentos tipicos de la Amazonia. Los resultados muestran a la
fruta como wun alimento hipocalérico, con considerable
variabilidad en el contenido de minerales entre las diferentes
etnovariedades.

Melgarejo et al. (2003)™

Se aisld e inoculd un virus que causa deformaciones de las hojas 'y
manchas necréticas en la planta de cocona. El virus fue
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Continuacion Tabla 2-2. Algunos estudios relevantes sobre Solanum sessiliflorum

AUTOR (ANO) RESUMEN
biolégicamente, seroldégicamente y molecularmente caracterizado.
Pardo (2004)°° Estudio sobre el efecto de un extracto de cocona sobre los niveles

de colesterol y de glicemia en la sangre de pacientes. Se realizan
mediciones antes y después de la toma.

Lizcano et al (2009)*° Se buscéd el contenido total de compuestos fendlicos y tipo
flavonoide de 19 plantas amazdnicas entre las cuales se encuentra
Solanum sessiliflorum. Adicionalmente se determiné su actividad
antioxidante. Se encontraron valores de 0,96mg/g de compuestos
fendlicos, 0,07mg/g de flavonoides.

Quijano y Pino (2006)* Se realiza el estudio de volatiles de los frutos de cocona en tres
estados de madurez a partir del extracto obtenido por extraccion
liguido - liquido con pentano : diclorometano de la fruta
homogenizada

Fajardo (2004)°* Se realiza el estudio de volatiles del fruto de cocona a partir de la

hidrdlisis enzimatica del extracto glicosidico de lafruta.

Como se puede observar, la gran distribucién del género Solanum, principalmente en las
zonas tropicales, ha permitido que éste se muestre como un género de gran diversidad,
que ha sido utilizada por el hombre en diferentes aspectos, haciendo que éste juegue un
rol bastante importante en el sector comercial. Sin embargo, los frutales amazédnicos, y
mas especificamente Solanum sessiliflorum Dunal, ha sido objeto de pocos estudios que
traten de esclarecer las diferencias quimicas que pueden haber ocasionado los procesos

de domesticacién de la especie, los cuales, como ha sido estudiado por Silva Filho et al* %

/4e

y Yuyama et a se han visto reflejadas en la aparicion de diferentes morfotipos o

etnovariedades a lolargo de la regién amazénica.

2.3 Cambios fisicos, quimicos y fisioldgicos durante el crecimiento
y desarrollo del fruto

2.3.1 Cambios de tamaio, peso e intensidad respiratoria

El fruto cumple el propdsito de proteger las semillas durante su desarrollo y servir de
vehiculos para la dispersion de semillas hacia los diferentes habitats. Adicionalmente
tienen gran importancia nutricional y econdémica para los humanos. Las familias
mundialmente mas conocidas por su variedad de frutos son la Solanaceae, Curcubitaceae,
Rosaceae, Rutaceaey Vitaceae?’.
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El desarrollo de frutos frescos es esencialmente dividido en cuatro etapas. La primera es
el desarrollo floral, el cual es el periodo desde la iniciacién floral hasta la antesis, donde la
identidad, el nimero y la forma de los érganos se determinan. El segundo estado es la
division celular, que empieza a partir de la fertilizacidn; el tercero, es constituido por la
ampliacién celular que termina con el inicio de la maduracion, a partir del cual se dan
diferentes y rdpidos cambios bioquimicos y estructurales que determinan el aroma, la
textura, el colory el valor nutricional de la fruta®’.

Los frutos pueden ser clasificados como climatéricos o no climatéricos de acuerdo a su
patrén respiratorio durante el periodo de maduraciéon®®. Los frutos climatéricos por su
parte experimentan un incremento en su tasa respiratoria y una concomitante produccion
de etileno que marca el inicio de la maduracion, que se ve reflejada en el amarillamiento
del pericarpio, el ablandamiento de los tejidos y los cambios en el aroma?’.

Por el contrario las frutas no climatéricas no requieren de etileno para su proceso de
desarrollo y maduracion; por lo cual no lo producen en cantidades considerables. El
mecanismo que regula la maduracidn en frutas no climatéricas no es muy claro, pero se
piensa que debe estar asociado a las concentracion de auxinas y de acido abscisico?’.

2.3.2 Cambios de color

El color y su uniformidad pardametros que definen directamente la calidad de los
vegetales; éste se considera un indice de frescura, palatabilidad y valor nutricional,
ademas de un factor intrinseco a la aceptabilidad de un alimento, debido a que se
considera que interfiere en el juicio de la dulzura, salinidad e intensidad del sabor?’.

El color de los vegetales se debe principalmente a cuatro grupos principales de pigmentos
naturales: clorofilas, carotenoides, flavonoides y betalainas, cada uno de los cuales
confieren ciertos tonos caracteristicos. Porlo tanto se considera que éstos pigmentos no
solo juegan un papel particular en la absorcién de energia luminica necesaria para el
proceso fotosintético; sino que también son necesarios para la atraccién de polinizadores
necesarios para la reproduccion vegetal, la disminucion de procesos fotoxidativos, entre

otras funciones?®*.

Por su parte, las clorofilas estdn presentes en todas las partes de las plantas, (raices,
hojas, ramas, flores, frutos y semillas), al menos durante un periodo de su desarrollo;
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aunque se encuentran con mayor concentraciéon en hojas, frutas inmaduras e
inflorescencias. Sus propiedades dependen de la naturaleza de su asociacién con las
lipoproteinas en los cloroplastos. Los mecanismos de degradacién durante la maduracién
y senescencia de frutos es fundamental en el color de los frutos?°.

Por otro lado los carotenoides son un grupo de compuestos liposolubles, presentes en los
cromoplastos de plantas y otros organismos fotosintéticos, que estan formados por ocho
unidades de isopreno; los cuales pueden dividirse en dos grupos, los llamados carotenos
gue solo contienen atomos de carbono e hidrégeno y por tanto poseen menor polaridad,
y las xantofilas, las cuales son sus derivados oxigenados, con al menos un grupo carboxilo,
hidroxilo o epéxido, lo cual los convierte en compuestos de mayor polaridad®.

Los colores amarillo naranja o rojo de los carotenoides se deben al sistema conjugado de
dobles enlaces. Al menos siete dobles enlaces en el sistema conjugado deben existir para
gue haya un impacto en el color. Esta capacidad de absorber luz es la base para su
caracterizacién y cuantificacion. La intensidad y el tono del color percibido depende del
tipo, la concentracién y el estado fisico de los carotenoides presentes®3°.

La concentracién y la composicién de los carotenoides varian entre especies de vegetales.
Diferentes solanaceas se reportan con buen contenido de carotenoides entre ellas el
tomate (Lycopersicum esculentum) y el aji (Capsicum annum)®.

En alimentos los carotenoides son pard metros de calidad importantes debido a que éstos
imparten atractivos colores como amarillo, naranja o rojo, en los humanos algunos
carotenoides como el B caroteno actian como provitamina A y muchos de ellos son
potentes antioxidantes. Los carotenoides son considerados compuestos dietarios
guimicamente bioactivos ya que proveen proteccién para un grupo de condiciones
degenerativas como las enfermedades cardiovasculares, cancer, y degeneracion de
inmunidad; esto probablemente a su capacidad de atrapar oxigenos singletes y radicales
peroxil, modular del metabolismo carcinogénico, inhibir la proliferacion celular, permitir la
diferenciacion celular via retinoides, simular de comunicacioén célula-célula, incrementar la
respuesta inmune y actuar como filtro frente a la luz azul*®.

Debido a su contenido de insaturaciones los carotenoides son susceptibles de ser
oxidados o isomerizados. El calor, la luz, los acidos y la adsorcidn sobre superficies activas
promueven su isomerizacion a su configuracion menos usual (cis), lo cual se traduce en la
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pérdida de su actividad como pro vitamina A. La degradacion oxidativa es la principal
causa de la pérdida de carotenoides, depende de la disponibilidad de oxigeno, y es
estimulada por la luz, las enzimas, los metales y la co - oxidacién con hidroperdéxidos
lipidicos. En la degradacién de carotenoides se forman inicialmente epdxidos y
apocarotenoides, luego un fraccionamiento genera una serie de compuestos de bajo peso
molecular similares a los producidos por la oxidacion de acidos grasos. Finalmente la
degradacion termina en la pérdida total de color y actividad bioldgica®.

Muchos factores influyen en el contenido de carotenoides en frutas y vegetales. El tipo de
producto, el cultivar, la variedad, el clima el sitio geografico de produccion, el estado de
madurez, la temperatura de maduracion, la exposicion a la luz solar, las tecnologias de pre
y poscosecha™.

2.3.3 Cambios quimicos

La composicién quimica de las frutas depende de diversos factores del cultivar (luz,
temperatura, humedad, fertilidad del suelo, etcétera), de la planta, y hasta del mismo
individuo, llegando a variar entre diferentes estados de madurez en el momento de la
cosecha®. Esta composicién puede ser vista como un grupo complejo de metabolitos que
pueden ser clasificados en dos grandes grupos, a saber: primarios y secundarios. Los
metabolitos primarios comprenden los acidos organicos, acidos grasos, nucleétidos vy
aminoacidos, y desempefian un papel fundamental en el crecimiento y desarrollo de Ia
planta, en los procesos de respiracion, fotosintesis y sintesis de hormonas y proteinas ..
Por su parte, los metabolitos secundarios, incluyen los &cidos fendlicos, flavonoides,
terpenoides, entre otros, estos son producidos como defensa quimica contra herbivoros,
microorganismos, radiacion UV, como atrayentes de otros animales que aseguran la
polinizacidon y la dispersiéon de semillas, como respuesta a condiciones de estrés, entre
otras importantes funciones>?.

Entre los metabolitos primarios se encuentran los carbohidratos, de los cuales es posible
resaltar que son una de las partes mas representativas de la composicion de las frutas ya
que constituyen cerca del 90% del peso seco de la fruta®’. Se producen por el proceso
fotosintético y su funcion puede ser tanto funcional como estructural®® 3. Se consideran
reservas de energia, componentes importantes de los acido nucléicos, de algunas
vitaminas como la ribosa y la riboflavina y otros metabolitos secundarios. No son
alimentos esenciales, proveen energia pero no nutrientes. Los azlcares predominantes
en las frutas son basicamente sacarosa, fructosa y glucosa, ademds se encuentran
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cantidades menores de maltosa, arabinosa, galactosa, sorbosa, octulosa y celobiosa, de
otros mono y oligosacaridos como sustancias pécticas, celulosa, hemicelulosa y lignina. En
las plantas los carbohidratos se encuentran en la pared celular e intracelularmente en
plastidios, vacuolas y el citoplasma>2.

Los cambios en el contenido de polisacaridos presentes en las paredes celulares durante
el desarrollo y maduracion de la fruta (pectinas, celulosa, hemicelulosa), debido a
procesos de despolimerizacion y de solubilizacion, son causantes de cambios importantes
como la pérdida de firmeza en el fruto.?’

Por su parte los dcidos organicos son intermediarios en el ciclo del acido tricarboxilico, una
de las vias respiratorias presentes en toda la naturaleza. Estos generalmente se acumulan
en etapas tempranas del desarrollo del fruto y son usados como sustratos durante la
maduracidén; sin embargo la concentracion final de acidos organicos esta determinada por
el balance entre la biosintesis, la degradacion y la acumulacion de éstos en la célula *.

Se considera que un elevado contenido de dcidos eventualmente puede reducir la calidad
de la fruta, pero un contenido moderado aumenta su palatabilidad y disminuye el riesgo
de ataque microbiano. Se encuentra que los acidos cumplen un papel fundamental en el
aspecto nutricional y en el procesamiento, ya que de su concentracién se derivan aspectos
como el rango de pH encontrado en la fruta y en los productos derivados de ésta. Existen
diferentes acidos dependiendo de la clase de fruta analizada, entre los dcidos mayoritarios
mas comunes se encuentran el citrico y el malico; sin embargo otros acidos organicos
comunes son los acidos oxalico, lactico, succinico, pirdvico, glicérico, shikimico, malico e
isocitrico®® 3P,

El contenido de azucares y acidos en frutas son factores importantes en el desarrollo de su
sabor y por tanto en la demanda de los consumidores, por lo que se considera que el
metabolismo de acidos en el tejido de la fruta no solo es importante desde el punto de
vista fisioldgico sino desde el comercial; lo cual se deriva en un gran interés por su

caracterizacion y cuantificacion en diversos tipos de frutas3*>°.

Las frutas y vegetales han sido recientemente reconocidas como fuente importante de de
metabolitos secundarios, lo cuales individualmente o en una accién sinérgica, pueden
generar beneficios a la salud humana®!, debido principalmente a su actividad
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antioxidante. Los metabolitos secundarios presentes en frutas y vegetales son diversos,
entre ellos se cuentan el acido ascdrbico, los carotenoides y los compuestos fendlicos *.

Los metabolitos secundarios presentes en plantas superiores se caracterizan por su gran
diversidad y complejidad estructural; de hecho, el patrén de metabolitos secundarios de
una planta dada, es realmente complejo, y en muchos casos este presenta diferencias
dependiendo del organelo estudiado, las etapas de desarrollo, entre individuos y
poblaciones; lo cual, es de esperarse ya que algunos autores plantean que éste tipo de
compuestos es sintetizado por las plantas y otros organismos como defensa quimica
contra el ataque de herbivoros, microorganismos, e incluso contra la competencia entre
especies, o bien como atractores para el aseguramiento de los procesos de polinizaciony
dispersion de semillas; por lo tanto son considerados caracteres adaptativos que se han
ido diversificando durante la evolucién y la seleccién natural®%3®.

2.4 Metabolitos secundarios en frutas y vegetales

Las plantas producen una gran cantidad de metabolitos secundarios, algunos de las cuales
se considera que participan directamente en la mayoria de los procesos de crecimiento y
desarrollo®’. Los metabolitos secundarios mds cominmente encontrados en frutas v
vegetales son terpenoides, alcaloides, compuestos fendlicos y compuestos azufrados, y a
diferencia de los metabolitos primarios estos se distribuyen segin los grupos taxondmicos
en el reino vegetal.

Particularmente las frutas y vegetales han sido histéricamente reconocidas por ser fuentes
ricas en algunos micronutrientes esenciales y en fibra, sin embargo, recientemente se ha
hecho conciencia de éstas como una importante fuente de productos naturales, algunos
de los cuales individualmente o en combinacién pueden ser benéficos para la salud®®. Por
ejemplo, algunos metabolitos secundarios son reconocidos por ser provitaminas, por
ejemplo el B-caroteno®’. Por su parte algunas vitaminas, polifenoles, carotenoides,
flavonoides y betainas han sido considerados por diversos autores como metabolitos con
considerable actividad antioxidante in vitro, lo cual es un buen indicio de sus importantes
aplicaciones en la salud humana®®, debido a su capacidad de atrapar radicales libres, lo
cual explica el hecho que un elevado consumo de frutas y vegetales aumenta Ia
concentracion de antioxidantes en la sangre y demas tejidos corporales, lo cual puede
proteger contra el dafio oxidativo a células y tejidos.
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3 OBIJETIVOS

3.1 Objetivo general

Determinar la relaciéon quimica existente entre tres variedades del fruto de Solanum
sessiliflorum Dunal cultivadas en cercanias de San José del Guaviare.

3.2 Objetivos especificos

Definir la naturaleza climatérica o no climatérica de cada una de las variedades de cocona
objeto de estudio, ademds del momento apropiado de recoleccién mediante el andlisis
de pardmetros fisicoquimicos cuyo valor esté directamente relacionado con el
crecimiento, desarrollo y maduracion del fruto.

Aislar y purificar algunos metabolitos secundarios a partir del extracto etandlico del fruto
en su madurez fisiolégica (epicarpio/mesocarpio) de uno de los morfotipos de Solanum
sessiliflorum Dunal por medio de técnicas cromatograficas y elucidar sus estructuras
usando métodos espectroscdpicos.

Comparar la composicion quimica de los tres morfotipos evaluados utilizando como
patrén de comparacion los metabolitos aislados y purificados en uno de los morfotipos
de Solanum sessiliflorum Dunal por medio de técnicas cromatogréaficas, y determinar si
éste parametro tiene alguna relacién con la morfologia del fruto.

Establecer si existe relacién quimica entre los tres morfotipos evaluados mediante la
determinacidn de algunos de sus metabolitos volatiles.

OBJETIVOS
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4 MATERIALES Y METODOS

4.1 Instrumentos

La medida de acidez idnica de los frutos se realizé usando un potencidmetro con
electrodo de vidrio Schoot® N4 A a 20°C. La medida de sélidos solubles totales se realizé
en un refractémetro Atago® 103 bp a 20°C. La determinacién del peso de las muestras se
realizd en una balanza analitica Ohaus AR2140. La cuantificacion de acidos organicos,
azuUcares y B caroteno en la fruta se realizd en un equipo HPLC 1200 Series de Agilent
Technologies® (USA) dispuesto en el laboratorio de la sede Bogota del Instituto
Amazénico de Investigaciones Cientificas Sinchi; acoplado en serie a un detector
ultravioleta — visible (UV- Vis) y uno de indice de refraccion (RID) 1200 Series de Agilent
Technologies®, utilizando el software Chemstation para sistemas de cromatografia liquida
(LC) de Agilent technologies® (USA) para el control y adquisicion de datos. Los espectros
de ultravioleta y la cuantificacion de carotenoides totales fueron obtenidos en un
espectrofotdmetro Beckman® Coulter DU-640 situado en el laboratorio de la sede Bogota
del Instituto Amazonico de Investigaciones Cientificas Sinchi, utilizando una celda de
cuarzo para 100uL de muestra. El color de los frutos fue determinado por el uso de un
espectrocolorimetro portadtil HunterLab® Miniscan XE plus, previamente calibrado
mediante una trampa de color y un estandar blanco (lluminante D65, Observador 2).

Los analisis de cromatografia de gases acoplada a detector de conductividad térmica (CG-
TCD) y de ionizaciéon de llama (CG-FID) se llevaron a cabo en un equipo 4890D de Agilent
Technologies® (USA) con un software de adquisicion de datos Clarity Lite® de Data Apex®
(UK); ubicado en el Laboratorio del Instituto Amazdnico de Investigaciones Cientificas
Sinchi, sede Bogotd. La separacion de los gases de interés se realizé usando como gas de
arrastre Helio (He 99,995%) en una columna capilar Carbonplot 115-3133 de J&W
Scientific® (USA), con 30 m de longitud, 0,53 um de diametro interno y una pelicula de 3
pm. Las temperaturas del detector y el inyector durante la corrida permanecieron a
250°C y 100 °C, respectivamente. La identificacién de CO: se hizo en modo Split, a un flujo
de 8,9mL *mint, mediante el uso del detector TCD, y una temperatura en el horno del CG
de 30°C (1 min), seguido por un calentamiento de 30°C/min hasta 50°C (0 min). La
determinacién de etileno (C:H.) se hizo a un flujo de 12,5mL*min™, usando el detector
FID, a una temperatura en el horno del CG de 50°C durante 3,5 min.
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Los andlisis de cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas fueron
realizados en un cromatégrafo de gases (HP 7890A) del departamento de Quimica de la
Universidad Nacional de Colombia Sede Bogotd, el cual estd equipado con un detector de
masas selectivo (MSD HP 5975C), inyector split/splitless, sistema de adquisicion de datos
(HP® Chemstation 1.05) y libreria de espectros de masas NIST® 0.8. Los espectros de
masas (El, 70eV) y los cromatogramas reconstruidos (a partir de la corriente idnica)
fueron obtenidos por escaneo automatico en el rango de masas m/z 40 — 350 a 3.5 scans
* 51 La homogeneidad de los picos cromatograficos obtenidos fue verificada con la
coincidencia de los cromatogramas de masas con los fragmentos de ion caracteristicos.
Para el caso de la determinacion de metabolitos fijos aislados la separacion fue llevada a
cabo con una columna capilar DB-1IMS de 60m x 250um recubierta con 100%
dimetilpolisiloxano (0,25um de espesor de pelicula), usando como gas de arrastre He
(99,995%), con una cabeza de presion de 6,64psi una velocidad de flujo lineal de 0,7mL *
min™. La inyeccion se realizd en modo split, con una relacién 1:30. La temperatura en el
horno del cromatdgrafo de gases fue 105°C durante 1 min. Las temperaturas de la
camara de ionizacion y la linea de transferencia fueron de 150 y 230 °C respectivamente.
Por su parte la separacién de los compuestos volatiles fue llevada a cabo con una
columna capilar RTX-5MS de 60m x 250um recubierta con 5% de fenil poli (metil siloxano)
(0,25um de espesor de pelicula), usando como gas de arrastre He (99,995%), con una
cabeza de presidn de 6,88psi una velocidad de flujo lineal de 0,5 mL * min™. La inyeccién
se realizd en modo split, con una relacién 1:30. La temperatura en el horno del
cromatografo de gases para la separacion de cada una de las extracciones de compuestos
volatiles fue programada desde 50°C (1 min) hasta 220°C (0 min) a una velocidad de
calentamiento de 4°C * min™, seguido por un calentamiento hasta 280°C (4 min) a una
velocidad e calentamiento de 8°C * min™. Las temperaturas de la cdmara de ionizaciény
la linea de transferencia fueron de 150 y 230°C respectivamente.

Los espectros de resonancia magnética nuclear de Hidrégeno (RMN H), Carbono trece
(RMN *3C) y bidimensionales (RMN 2D) fueron tomados en el espectrémetro Bruker®
Avance 400 ubicado en el departamento de Fisica de la Universidad Nacional de Colombia
Sede Bogota, utilizando cloroformo deuterado (CDCl; 99.8%D) o metanol deuterado
(CD3OD 99.8%D), segun el caso y referenciando los desplazamientos quimicos con
tetrametil silano (TMS) como patrdn interno (80) y las constantes de acoplamiento (/) en
Hz. La frecuencia utilizada fue de 400 MHz para los ensayos de RMN 'H y de 100MHz para
los de RMN C.
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Los espectros de Infrarrojo de las mezclas y compuestos asilados fueron tomados en
pelicula sobre una celda de KBr, usando un espectrémetro Shimadzu® Prestige 21,
ubicado en el laboratorio de macromoléculas de la Universidad Nacional de Colombia
Sede Bogotd, haciendo un barrido entre 400 cm™ y 8000 cm™. Los espectros fueron
analizados en el programa IR solution® de Shimadzu Corporation®. La comparacién de los
extractos etandlicos de cada morfotipo y la determinacion de la presencia de los
metabolitos fijos aislados en cada uno de ellos se realizé en un equipo de HPLC- UV-DAD
Merck-Hitachi® D-7000, equipado con detector de arreglo de diodos L-4500, una bomba
inteligente L-6200A y una interfase L-6000A, ubicado en el laboratorio de productos
naturales vegetales del departamento de Quimica de la Universidad Nacional de
Colombia Sede Bogota. La rotacion dptica especifica fue determinada en el polarimetro
ubicado en el laboratorio de productos naturales vegetales de la Universidad Nacional de
Colombia.

4.2 Materiales

4.2.1 Disolventes y reactivos

Los disolventes acetato de etilo (AcOEt), éter de petréleo (EdP), n-hexano (Hex),
cloroformo (CHCI3), diclorometano (CH,Cl;) (Merck KGaA® (Darmstadt, Alemania)),
metanol (MeOH), acetona (Me,CO) (Panreac Quimica Sau® (Espafia)) empleados en la
separacion cromatografica preparativa de compuestos fueron grado analitico o bien
grado comercial destilados previo a su utilizacién. Los disolventes MeOH, Hex e
isopropanol (IPA) (Merck KGaA® (Darmstadt, Alemania)) usados en cromatografia
instrumental fueron grado HPLC. Los solventes CD3;0D, CDCls, D,O empleados para la
disolucién de la muestra para su toma de espectros RMN *H, RMN *3C, y RMN 2D fueron
adquiridos de Merck KGaA® (Darmstadt, Alemania), Sigma-Aldrich® (Missouri- USA) y
Panreac Quimica Sau® (Espafia).

La soluciéon 0,1mol / L de hidréxido de sodio (NaOH), el acido sulfurico (H,S04) 95 — 97%,
el acido clorhidrico fumante 37% (HCI), el acido férmico 98% (CHOOH) y el acido acético
glacial 100% (CH3COOH) fueron adquiridos de Merck KGaA® (Darmstadt, Alemania). Los
estandares de D-glucosa, L-fructosa, sacarosa, acido malico, dcido succinico, acido
oxalico, acido citrico y dcido ascérbico de Sigma—Aldrich® (Missouri- USA); el estandar de
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B-caroteno de Fluka® — BioChemika con una pureza 297%. Los estdandares gases con
concentracién conocida de didxido de carbono (CO;) y etileno (C,H4) fueron adquiridos en
AGA-Fano (Bogotd — Colombia)

4.2.2 Cromatografia

La cromatografia de capa delgada (CCD) fue llevada a cabo en cromatofolios Merck
KGaA® (Darmstadt, Alemania) de gel de silice 60F,s4 y RP-18 de 0,3mm de espesor. La
cromatografia liquida al vacio se realizd usando como soporte gel de silice 60HF,s4 para
cromatografia de capa delgada de Merck KGaA® (Darmstadt, Alemania). Las
separaciones cromatograficas en columna se realizaron empleando gel de silice 60 Merck
(70-230 Mesh), Sephadex® LH-20 de Sigma Aldrich ® (Missouri- USA) y gel de silice 60
Merck (230-400 Mesh) para cromatografia en columna flash de Merck KGaA®
(Darmstadt, Alemania). El control de pureza se efectué en CCD, empleando siempre luz

UV, el revelador de vainillina en cido fosférico y vapores de yodo como reveladores>8, 3°.

4.3 Material vegetal

El estudio se llevd a cabo sobre frutos provenientes de cultivos ubicados en la vega del rio
Guaviare, dentro del municipio de San José del Guaviare (Colombia). El area se
caracteriza por una altitud de 214 m sobre el nivel del mar, una temperatura promedio
anual de 26,0°C, una temperatura minima de 19,5°C y una mdaxima de 33,4°C. La
humedad relativa del sitio oscila entre 60% y 98% de acuerdo a la época del afio, debido a
la cercania del sitio de cultivo al rio. La pluviosidad promedio anual es de 2600 a 3100
mm por afo. Es importante destacar que la fertilidad de las zonas denominadas vegas de
rio de la regiéon amazdnica y por tanto la cantidad de minerales disponibles en su suelo,
se ven claramente afectadas por el transporte de sedimentos debido a los cambios en el
caudal del rio.

Se sometieron a evaluacion frutos de tres morfotipos (ovalado (1), redondo pequefio (2)
y redondo grande (3) ver llustracion 2-8), durante su desarrollo y maduracidn,
enmarcados entre los dias 35y 70 después de la apertura del botdn floral.

Para tal efecto fueron marcados 200 frutos cuajados (a los siete dias después de la
apertura floral (DAF)) de cada uno de los morfotipos, y se evaluaron semanalmente
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propiedades fisicas y quimicas hasta el dia 70 (10 semanas entre Octubre y Diciembre de
2009).

Debido a la disminucién de la tasa de crecimiento en peso (peso fresco y peso seco) y
tamafio (didmetros longitudinal y transversal) a partir del dia 35 se ubicé el punto en el
cual se da fin de la etapa de multiplicacién celular y se da inicio a la de elongacién celular.
A partir de éste momento se procedidé con la medida de los parametros quimicos, para lo
cual cinco frutos (cinco réplicas) a partir de la semana 4 (dia 35 DAF) fueron congelados y
almacenados enteros a una temperatura de -20°C y condiciones de oscuridad hasta el
momento del procesamiento.

Fijado el momento o&ptimo para la recoleccion del fruto fueron colectados
aproximadamente 4 kg de cada morfotipo en su madurez fisioldgica, los cuales fueron
utilizados dentro de la etapa de determinacion y comparacion de metabolitos fijos y
volatiles.

4.4 Estudio a través del crecimiento y desarrollo del fruto

4.4.1 Intensidad respiratoria y emision de etileno

La intensidad respiratoria y la emision de etileno de los frutos fue medida mediante una
modificacion del método de atmdsfera confinada propuesto por Tadesse et al (2002)*y
Hernandez et al (2007)®, la cual consiste en la introduccién de cada uno de los frutos
previamente pesados en cdmaras herméticas durante un periodo de una hora, después
del cual se procedié a tomar una muestra de 10 mL de gases e inyectarla en un vial
previamente dispuesto al vacio (4 mbar). Tal medicién se llevé a cabo inmediatamente
después de ser desprendidos de la planta** (ubicada en cada cultivo del municipio de San
José del Guaviare), con el fin obtener el valor real previo a los cambios en la intensidad
respiratoria causados por el estrés del desprendimiento fruta — planta.

A partir de los gases almacenados en los viales se evalud la emisién de CO. y C:H. de los

s
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frutos por medio de CG-TCD y CG-FID, respectivamente®® *2. La cuantificaciéon de cada
uno de los gases de interés se realizé por comparacién de dreas y tiempos de retencion
con la curva de calibracién obtenida con estandares legitimos de concentracion conocida,
a saber 1036 ppm, 501 ppmy 10 ppm para CoHa y 9,7%, 0,9% para el caso de CO,>>. Cabe
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destacar que la intensidad respiratoria de los frutos se reporta como diéxido de carbono
producido por unidad de de volumen y tiempo del sistema internacional (mL CO,/kg/h)*.

4.4.2 Acidez ionica (pH)

Fue determinada usando un potenciémetro con electrodo de vidrio Schoot N4 A a 20°C
en la pulpa de la fruta. Los resultados fueron expresados en unidades de pH*>.

4.4.3 Acidez total titulable

Se realizd por titulacidon de 2 gramos de la fruta previamente homogenizada, y diluida a
50 mL con agua destilada. El punto final de titulacién se determiné por el viraje a color
rosa del indicador fenolftaleina, previamente adicionado en solucion etandlica al 1% a la
fruta homogenizada y diluida. La titulacién se realizé con NaOH 0,1N. La acidez titulable
se calculé como peso en gramos del acido predominante por cada 100 g de fruta,
mediante la ecuacion:

100 Vygon Nygon Pe
g

A=
w

Siendo Vveon Y Nngow €l volumen (mL) y la normalidad (0,01 meqg/mL) de NaOH utilizado
respectivamente, P.q/ €l peso equivalente del dcido mayoritario en la fruta (0,064 para el

acido citrico) y w el peso en gramos de la muestra titulada3* 4.

4.4.4 Solidos solubles

Se realizé mediante lectura refractométrica directa del jugo de la fruta a 20°C, en un
refractdmetro portatil con escala de 0 — 32 °Brix. Cuando la lectura se llevd a cabo a una
temperatura diferente a 20°C se aplicé el factor de correccidn correspondiente 3.

4.4.5 Cuantificacion de dacidos orgdnicos y azucares

Se cuantificé la concentracion de sacarosa, fructosa, glucosa, acido malico, succinico,
citrico, oxalico y ascoérbico como indicadores de los cambios quimicos durante la
maduracion de las muestras evaluadas. Esta se realizd por comparacién de areas y
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tiempos de retencion con la curva de calibraciéon obtenida por estandares certificados
(Ver Anexos A1.1y A1.3) *°.

Para el andlisis de cada réplica se empled una solucién de H,SO4 5 mM como fase mévil a
un flujo de 0,5mL/min; la separacion se realizé por medio de una columna Aminex® HPX-
87H (Bio-Rad Laboratories®, California — USA) de intercambio idnico a una temperatura
de 45°C3* % El equipo se encuentra acoplado en serie a un detector UV — Vis y a uno de
indice de Refraccién (RI) que permitieron la deteccién simultanea de los acidos malico,
succinico, citrico y oxalico a 214 nm y por variaciones en el indice de refraccién de la
fructosa, glucosay sacarosa en la muestra®™. La deteccién del dcido ascérbico se realizé
posteriormente a una longitud de onda de 247 nm (Ver Anexos Al.1, A1.2 y Al1.3).

La cuantificacion se llevé a cabo en cinco réplicas de cada muestreo, cada una de las
cuales fue congelada a -20°C, y posteriormente despulpada. 1 g de la pulpa congelada
fue llevada a extraccidon con 3 mL de solucion acida de H,SO4 5 mM durante 10 minutos
en un equipo vortex. Acto seguido se llevé a centrifugacién a 10000 rpm durante 50 min
a 4°C. Finalmente el sobrenadante y se filtré con membranas PTFE de 0,45 um previo a la
inyeccion en el equipo HPLC. Se prefirié la extraccién con solucion acida debido a que
niveles de pH bajos aseguran la estabilidad del extracto por la disminucién de la velocidad
de reacciones de oxidacion para los acidos cuantificados, especialmente el ascérbico®’.

4.4.6 Extraccion de carotenoides

Se tomd una alicuota de la pulpa de cada una de las cinco réplicas tomadas en cada
muestreo, a cada una de las cuales se les realizd una extraccion en 9 mL de una mezcla de
hexano: acetona: etanol*® en relacién 1:1:1, en vortex durante 30 min. Acto seguido se
llevd a centrifugacién durante 50 min a 10000 rpm y una temperatura de 4°C. Durante
toda la etapa de extraccién se mantuvieron cuidadosamente minimas condiciones de luz
y temperatura para evitar la degradacion de los compuestos de interés.

4.4.7 Cuantificacion de carotenoides totales

s
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Se extrajo el sobrenadante de la fase hexano, rica en carotenoides, y se determind su
absorbancia a 450nm. El cdlculo de los carotenoides totales se realizd mediante la

ecuacion:
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Siendo A la absorbancia medida en la muestra diluida, V; el factor de dilucion (volumen
de la fase de hexano), A'* |a absorbancia de una solucién al 1% del caroteno (2500) y ct”
la concentracién de una solucién al 1% (10 mg/mL). Esta relacién se debajo la suposicién
del cumplimiento de la ley de Bouguer — Lambert — Beer*’comprobada por curva de
calibracion con B caroteno’®.

4.4.8 Cuantificacion de 8 caroteno

Se cuantificé la concentracién B caroteno, no solo como indicador de los cambios
quimicos durante la maduracién de las muestras evaluadas, sino de su potencial como
alimento funcional. La eluciéon de las muestras se realizé mediante la modificacion del
método propuesto por Mestre — Patres, 2006°'. La fase mévil fue una mezcla de Hex,
MeOH e IPA en relacion 75:20:5 como fase movil a un flujo de 1,0 mL/min; la separacion
se realizé por medio de una columna Zorbax Eclipse® XDB-C18 de 4,6 x 150 mmy 5 pm de
diametro de particula, a una temperatura de 40°C. La deteccion se realizé a 450 nm con
un detector UV — Vis. Esta se realizé por comparacion de dreas y tiempos de retencion
con la curva de calibracién obtenida con un estandar certificado (Fluka® — BioChemika
con una pureza 297%) entre 10 y 0,1ppm. La linealidad del método fue evaluada en base
a al menos 6 réplicas de cada uno de los 5 puntos de la curva de calibracién, construida
por el método de minimos cuadrados, con un coeficiente de determinacién R? de 0,999.
Los limites de deteccién (LOD) y de cuantificacién (LOQ) se estimaron para una relacién
sefial a ruido (S/N) de 3 a 10 respectivamente. La precision fue estimada por la
evaluacion de la repetitibilidad del método en un mismo dia y en dos dias consecutivos y
se expreso como la desviacién estandar relativa del drea del pico y el tiempo de retencion
en el cromatograma; es de destacar que todos los valores de repetitibilidad se
encuentran dentro de los limites recomendados por la AOAC (15% para 0,1 ppm, 8% para
1 ppmy 6% para 10 ppm)>? (ver Anexo Al.4).

4.4.9 Color

El color de los frutos fue determinado midiéndolo en términos de luminosidad, croma y
angulo Hue (L*, C* y H* respectivamente) sobre dos puntos opuestos de la franja
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ecuatorial de cada réplica. El resultado reportado para cada réplica fue el promedio del

valor encontrado para los dos puntos®® .

4.4.10Analisis estadistico

El analisis estadistico descriptivo de los resultados obtenidos se realizé teniendo como
variables dependientes los pardmetros de acidez idnica y titulable, sélidos solubles
totales, acidos ascérbico, oxalico, citrico, malico y succinico, sacarosa, fructosa y glucosa,
carotenoides totales, B caroteno, luminosidad (L*), croma (C*) y dngulo Hue (H*). Las
variables independientes fueron el morfotipo evaluado y el tiempo después de apertura
floral. El andlisis de varianza para cada una de las variables analizadas fue obtenido bajo
un modelo lineal general multivariable, y la comparacion entre muestreos mediante un
test de Tukey para la identificacion de grupos homogéneos. Para tal fin se utilizé el
software IBM SPSS Statistics 19.0 ® de IBM (Chicago-USA).

El andlisis de componentes principales para cada una de las variables analizadas fue
obtenido sin rotacién y permitié la comparaciéon entre muestreos mediante un andlisis
candnico de discriminantes (ACD) después de la determinacion de las variables con
varianza mas representativa durante el desarrollo y maduracién del fruto. Para tal fin se
utilizé el software SPSS® version 19de IBM® (Chicago-USA).

4.5 Estudio en el punto de madurez fisioldgica del fruto

4.5.1 Estudio de metaboalitos fijos en la madurez fisioldgica del fruto

4.5.1.1 Extraccion de metabolitos fijos

El material vegetal fue previamente pre - procesado separando el epicarpio del fruto, con
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el fin de lograr identificar el organelo en el cual es mayor la concentracién de los
metabolitos aislados. Aproximadamente 1 kg de cada una de las partes ((E) epicarpio y
(M) mesocarpio y semillas) fue liofilizado, molido, pesado y finalmente sometido a
extraccion sélido — liquido usando como solvente etanol al 95%. La extraccion se realizd
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por la técnica de maceracién a temperatura ambiente por un periodo total de tres meses,
durante el cual cada segundo o tercer dia el solvente enriquecido en extracto fue filtrado
y llevado a concentracidon mediante la destilacidon del solvente a presién reducida en un
equipo de rotoevaporacion para la obtencién de cada uno de los extractos etandlicos:
epicarpio del morfotipo ovalado (E1 = 30 g), redondo pequefio (E2 = 4g) y redondo
grande (E3 = 26g), pulpa y semillas del morfotipo ovalado (M1 = 24g), redondo pequefio
(M2 = 10g) y redondo grande (M3 = 22g).

4.5.1.2 Estudio cromatografico preliminar de los extractos

El perfil cromatografico en capa delgada de cada uno de los extractos etandlicos (E1, E2,
E3, M1, M2 y M3) obtenidos fue evaluado mediante su elucién sobre cromatofolios de
gel de silice 60F,s, >3, utilizando como sistemas de elucion: (1) CHCls, (2) CHxCl, (3)
MeOH, (4) Me,CO, (5) CHCI3:MeOH, (6) CHCl3:Me,CO, (7) CH.Cl;:MeOH, (8)
CH,Cl;:Me,CO, (9)Hex:Me,CO. Usando el perfil cromatografico en capa fina y el peso de
extracto como criterios de seleccidn se precisé EO como el extracto a partir del cual se
realizaria la purificacion de metabolitos fijos.

45.1.3 Fraccionamiento inicial

15 g de extracto etandlico del epicarpio del morfotipo ovalado (E1) fueron sometidos a
fraccionamiento grueso mediante la técnica de cromatografia liquida al vacio (CLV), en
una columna de 5 cm de diametro y 5 cm de longitud, usando como fase estacionaria gel
de silice 60 para CCD. La muestra fue eluida con solventes de grado comercial en orden
creciente de polaridad: EdP, CHCl3, AcOEt y MeOH. Se obtuvieron 21 fracciones de las
cuales se reunieron 12 fracciones finales, discriminadas en la Tabla 4-1. El rendimiento
del proceso fue del 89%.

Tabla 4-1. Fraccionamiento inicial del extracto etandlico del epicarpio del morfotipo ovalado

Sistema de Elucion Fraccion Peso (mg) Sistema de Elucion Fraccion Peso (mg)
EdP $s01 6,4 MeOH SS06 3,78 *10°

CHCl, $S02 5,1 * 10 5507 3,28 *10°

$S03 1,34 * 10 5508 2,61*10°

AcOEt $S04 4,20 * 10 $509 1,65 * 10°

SS05 2,45 * 10’ 510 6,48* 10

ss11 3,21*10°

$S12 1,82 *10°
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4.5.1.4 Aislamiento, purificacion y elucidacion estructural de metabolitos fijos

4.5.1.4.1 Fraccidon eluida en EdP

Debido al escaso peso de la fraccion SS01 (6,4 mg) se eligié como estrategia de analisis de
ésta mezcla (C1) la cromatografia de gases acoplada a la espectroscopia de masas (CG-
EM) con el fin de determinar sus compuestos por medio de la comparacién de su indice
de Kovats y su espectro de masas, usando como recurso de comparacion bases de datos
especializadas como NIST 08 © y http://www.pherobase.com.

4.5.1.4.2 Fracciones eluidas en CHCL

El peso de las dos fracciones obtenidas (SS02 y SS03, ver Tabla 4-1) y su perfil en CCD las
mostraron como promisorias para el asilamiento de compuestos usando como estrategia
la cromatografia de columna flash. La metodologia utilizada para cada una de ellas se
muestra en la llustracion 4-1. Se lograron aislar las mezclas €2 y C3; los cuales fueron
analizados por técnicas espectroscopicas: RMN *H, CG-EM, IR.

CC Flash Silica

qso Gel $50205 RMN'H
(51,1mg) | EdP:ACQEL95:5 ~ | c2
12 Frac. 86% | G7m9 o
CHCL, |
(199,4
mg |
CC Flash Silica

CC Flash Silica Gel

Gel $S0306 . 1
$S3 CH,CL:AcOEt CH2Cl12:AcOEt 38030603 | RMN'H
975 +EHO0H ™1 c3 b 92:8 +CHOOH s -
(134 mg) : (3%) (4,7 mg)
(3%) (10,5 mg) CG-EM
8 Frac. 85% . y, 4 Frac. e 4

s

MATERIALES Y METODOS

llustracién 4-1. Estrategia de purificacion de las fracciones eluidas con cloroformo
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4.5.1.4.3 Fracciones eluidas en AcOEt

Segun lo observado en el perfil de CCD de la fraccion SS04 se decidié realizar un
fraccionamiento de ésta mediante cromatografia de columna flash, usando un sistema
de elucién de polaridad creciente, iniciando con una mezcla CHCl3:MeOH:CHOOH en
relacién 9:1:0,03; obteniendo 20 fracciones, de las cuales se eligieron como promisorias
las fracciones SS0406 y SS0409, tomando como criterio el perfil cromatografico en capa
delgada y el peso de cada una de ellas.

Se us6 cromatografia de columna a gravedad usando como fase estacionaria gel de silice
60 (0.04 -0.062 mm) como estrategia de purificacion. La metodologia utilizada para cada
una de ellas se muestra en la llustracién 4-2, a partir de la cual se lograron aislar la mezcla
C4 y el metabolito C5; los cuales fue posible elucidar mediante el uso de técnicas
espetroscépicas RMN'H, RMN*3C, RMN2D, CG-EM, IR, UV-Vis.

CC Flash ' '
: Silica Gel . Sephadex| 5504060
SS0406 _ CHCI3:Me,CO | SS04060 _| 303

- . LH-20 = -

o |
%) e MO (5
CC Flash 9 Frac. 90% I
Silica Gel
AcOEt sse | CHCl;::DI/IeOH
(13258 | (420 mg) +CHOOH
S N €175

20 Frac. 85%

CCSilica Gel $S040904
$S0409 | CHCI3:Me,CO

= 8:2+CHOOH = c5 = RMN
_(27mg) (3%) (7 mg) —
9 Frac. 98%

llustracion 4-2. Estrategia de purificacion de las fracciones SS04 y SS05eluidas con acetato de etilo
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4.5.1.4.4 Fracciones eluidas en MeOH

Debido a la elevada polaridad de estas fracciones se decidid analizar su perfil
cromatografico en el equipo HPLC — RID.

4.5.2 Estudio de metabolitos voldtiles en la madurez fisiologica del fruto

4.5.2.1 Destilacion extraccion simultanea (DES)

La extraccion de volatiles de 2 kg del fruto en punto de recoleccidon previamente
homogenizado, se llevd a cabo por el método de destilacidon extraccidon con solvente
simultdnea, en un equipo tipo Lickens — Nickerson disefiado para solventes de alta
densidad, ubicado en el laboratorio de Productos Naturales Vegetales de la Universidad
Nacional de Colombia — Sede Bogota. Para tal fin a la fruta homogenizada se le adicioné
1 L de agua destilada y como solvente de extraccién fue usando diclorometano (CH,Cl,)
grado analitico (J.T. Baker, New Orleans, USA). El extracto obtenido fue concentrado a 1
mL por destilacién, usando una columna Vigreux a 40°C*®. El extracto concentrado se
llevé a almacenamiento a 4°C para su posterior andlisis por cromatografia de gases
acoplada a espectrometria de masas.

4.5.2.2 Microextraccion en fase solida (SPME)

La retencién de compuestos de mayor volatilidad se logré por la utilizacidon de la técnica
de microextracciéon en fase sélida en modo headspace propuesta para cocona por
Fajardo-Oliveros et al, 2009%%°* usando una microfibra de 50 / 30 K m con recubrimiento
de divinil benceno / carbowax / polimetilsiloxano. 30 g de cada uno de los morfotipos fue
troceado y llevado al equilibrio a 40°C durante 1 h, periodo después del cual la
microfibra fue expuesta por 50 min. Inmediatamente la fibra fue llevada a desorcién en
el puerto de inyeccion de un equipo de Cromatografia de Gases acoplada a
Espectrometria de Masas (CG-EM).
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4.5.2.3 Determinacién de compuestos

La determinacidon de compuestos extraidos por DES y adsorbidos por la técnica de SPME
se basd en la comparacion de los indices de retencién de Kovats (IK) calculados con los
reportados en la literatura para columnas recubiertas con 100% dimetilpolisiloxano, y la
comparacion de los espectros de masas (El, 70eV), obtenidos mediante la técnica de CG —
EM. La comparacion de los espectros de masas obtenidos para cada compuesto se hizo a
partir de bases de datos especializadas como NIST © 08 y http://www.pherobase.com.

4.5.3 Estudio comparativo de metabolitos fijos y voldtiles en la madurez
fisiologica del fruto

45.3.1 Metabolitos fijos

Aproximadamente 5 mg de cada una de los extractos fueron disueltos en 1 mL de MeOH
y filtrados a través de una membrana PTFE de 0,45 um de diametro de poro, antes de su
andlisis en el equipo HPLC —DAD. La separacion se llevd a cabo en una columna RPX-318
(4,5 x 250 mm, 5 um) mediante una modificacién del método propuesto por Gomez —
Romero et al.3! ; para lo cual se usé como sistema de elucién una mezcla de MeOH (A) y
una solucion de CH3COOH al 1% (B) en agua MilliQ, con un gradiente de elucion de (B)
desde 100% hasta 60% (0 min — 70 min) a un flujo de 1 mL/min. La deteccidn se realizé
dentro del rango comprendido entre 210 y 700 nm. Adicionalmente 1mg de C4 y C5
fueron analizados bajo las mismas condiciones cromatograficas con el fin de determinar
su tiempo de retencidn, y de ésta manera lograr establecer su presencia en cada uno de
los extractos evaluados.

45.3.2 Metabolitos voléatiles

La comparacion entre los metabolitos volatiles determinados en cada uno de los tres
morfotipos estudiados se llevd a cabo mediante la determinacion de su presencia o
ausencia dentro del perfil cromatografico obtenido como corriente idnica reconstruida,
en el andlisis de las muestras realizado por CG-EM.

El analisis estadistico de los resultados obtenidos se realizd teniendo como variables
dependientes cada uno de los metabolitos determinados. Como variables
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independientes fueron establecidos el morfotipo evaluado y el tipo de extraccion
utilizado. Para tal fin se utilizé el software SPSS® versién 19de IBM® (Chicago-USA).
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5 DISCUSION Y RESULTADOS

5.1 Estudio a través del crecimiento y desarrollo del fruto

Las frutas tienen una doble funcién en la estrategia de reproduccién de las plantas.
Durante su crecimiento e inmadurez, éstas protegen el desarrollo de las semillas,
involucrando diversas barreras quimicas con el fin de evitar la interrupcién de éste
proceso por la accién de predadores. Sin embargo, al iniciar su maduracién, la fruta se
convierte en un atractivo y nutritivo alimento para estos mismos organismos, quienes en
esta segunda etapa aseguran la dispersidon de las semillas y por tanto la reproduccion y
supervivencia de la especie vegetal. Esta transformacién durante el proceso de
maduracién involucra una serie de cambios quimicos entre los cuales se encuentra la
biogénesis de pigmentos brillantes, de compuestos de volatiles, y la conversion de
carbohidratos complejos en aztcares simples, el descenso de la acidez y la astringencia™.
Es de resaltar que estos cambios se encuentran estrechamente ligados al metabolismo
propio de la fruta, y por ende a su naturaleza climatérica o no climatérica.

Cientos de trabajos se han desarrollado con el fin de encontrar las variaciones quimicas
durante la maduracién de diferentes frutas, y debido a la gran amplitud y la importancia
econdmica de la familia Solanaceae, sus frutos no han sido la excepcién; ejemplos tipicos
de esto son el tomate (Solanum lycopersicum), el aji (Capsicum spp.)*?, el tomate de arbol
(Cyphomandra betacea)®®, el lulo (Solanum quitoense) y la berenjena (Solanum
melongena).

Solanum sessiliflorum Dunal, cominmente conocida como cocona, topiro o cubiu, es una
especie endémica de la region amazodnica, que fue introducida por nativos y colonos en los
arreglos agroforestales y chagras en sus sitios de asentamiento®® b. convirtiéndose en un
alimento tradicional de ésta zona. Sin embargo, tal cambio en la ecologia de la especie
condujo a una serie de adaptaciones que a simple vista han acarreado variaciones
morfolc’:gicas4a, lo cual ha dificultado la correcta manipulacién de ésta fruta para fines
comerciales, debido a la escasa informacién que existe sobre el desarrollo, maduracién y

senescencia de cada uno de los morfotipos cultivados.
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En éste contexto el presente trabajo tuvo por objeto, mediante la comparacién de
parametros quimicos durante las etapas de maduracion y desarrollo, determinar las
diferencias entre morfotipos de cocona cominmente cultivados en la regién amazdnica
colombiana. Para tal efecto se realizd el andlisis de las variaciones quimicas durante la
maduracién de tres de los morfotipos cultivados en el municipio de San José del Guaviare
(Guaviare), los cuales presentan dinamicas de crecimiento y formas individuales. Las
variaciones quimicas analizadas fueron estudiadas mediante la determinacién de la
concentracion de algunos metabolitos que se caracterizan por presentar variaciones
durante la fase de maduracién de las frutas.

5.1.1 Acidos orgdnicos y acidez

El andlisis realizado por HPLC-UV-Vis, establecid que los 4cidos predominantes
independientemente al morfotipo evaluado fueron los acidos citrico, malico y succinico;
mientras que los acidos oxalico y ascérbico se detectaron en menores concentraciones
como se detalla en la llustracion 5-2. Este comportamiento es similar al de otras frutas de

342,35 'y es determinado por factores como el balance

34a
, la

diversas familias de angioespermas
en la biogénesis de éstos compuestos, su degradacidon y el almacenamiento vacuolar
especie, la edad y el tipo de tejido evaluado®’. La razén es que el metabolismo de acidos
organicos es fundamentalmente importante en diferentes procesos como la produccién
de energia, la formacidon de precursores de otros compuestos como los aminoacidos y
algunos metabolitos secundarios, y por tanto tienen directa relacion con los procesos de
adaptacién de la planta®.

Es de notar que el acido citrico fue el dcido mayoritario durante todo el desarrollo y
maduracién de la cocona, lo cual es consistente con lo reportado previamente por Marx et
al en frutos de cocona maduros'®. Este 4cido, a diferencia de los demds cuantificados,
mostré una tendencia creciente hasta el final del desarrollo del fruto, desde un valor
medio de 676,81 mg de acido citrico por cada 100g de fruto en el dia 35 hasta 2012,19 mg
acido citrico por cada 100g de fruto en el dia 70 (llustracion 5-1, anexo A2.1).

Sus patrones de acumulacion en el fruto durante el periodo de evaluacidn, es consistente
al encontrado para la acidez total titulable (ATT) de cada morfotipo (0,646g de acido por
cada 100 g de fruto en el dia 35y 1,56 g de acido por cada 100 g de fruto fresco en el dia
70), y coherentes con el comportamiento descendente de la acidez idnica (pH)
determinada. De ésta manera, se encontrd un aumento en la acidez de la fruta durante
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las etapas de desarrollo y maduracion (llustracion 5-1,anexo A2.1), comportamiento que
es igualmente reportado en otras frutas, como el aj|'42 (Capsicum annum), domino*®

345 (cucumis melo L.), araza® (Eugenia

(Solanaceae), pifia®® (Ananas comosus L.); meldn
spititata McVaugh), entre otras. Es importante destacar que éste comportamiento no
solo hace parte del desarrollo del sabor de la fruta sino que también tiene un efecto

directo sobre su valor comercial, dada suinfluencia directa sobre la palatabilidad#? 3%,
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llustracién 5-1. Acidez durante el desarrollo y maduracion de los morfotipos ovalado ( 4), pequefio redondo (M) y grande
redondo (#) expresada en cantidad de &cido citrico, acidez total titulable (ATT) y acidez i6nica (pH)
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Los dcidos malico y succinico registraron un comportamiento decreciente en el tiempo y
durante la maduracion del fruto (llustracion 5-2), esto como consecuencia de su
incorporacién en los procesos oxidativos que involucran su consumo como compuestos de
reserva, ya que las células del fruto se encuentran en capacidad de usarlos como sustrato
en los ciclos involucrados en los procesos de respiracion y fotosintesis®, lo cual, se
traduce en un constante flujo de éstos entre los tejidos vegetales. Los acidos organicos
ademads juegan un papel fundamental en la formacién del sabor, textura y color de la
fruta®®, y estan involucrados en otros procesos como el incremento de resistencia a la
toxicidad de los metales pesados, y la apertura de estomas®, la modificacion de la accién
de algunas hormonas de la planta y en el control de los cambios ontogénicos®’.
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llustracién 5-2. Variacion de los niveles de acidos ascorbico, oxalico, succinico y malico durante el desarrollo y maduracion
de los morfotipos ovalado (4A), pequefio redondo (M) y grande redondo (#).

El andlisis de varianza realizado (Ver Anexo A2.1) muestra diferencias significativas (p <
0,05) entre morfotipos para los acidos malico y ascorbico y altamente significativas (p<
0,001) para los acidos oxalico y succinico. Los parametros de acumulacion de los acidos

organicos como el acido malico difieren entre especies, e incluso entre cultivares®*®.
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Estudios previos ya habian reportado diferencias significativas aun en los acidos

mayoritarios entre variedades de una misma especie® ®

Se hallaron valores medios de acido ascérbico de 0,268 mg; 0,346 mg y 0,379mg por cada
100 g de cocona de los morfotipos ovalado, redondo pequefio y redondo grande,
respectivamente; niveles, que a diferencia de lo reportado para otras Solanaceas como el
aji*?, son bajos con respecto al valor diario de consumo de vitamina C recomendado segun
la resolucion 288 de 2008 del Ministerio de Proteccién Social de 60 mg de acido ascorbico
al dia (constituyen el 0,4%). Estos niveles de vitamina C, son coherentes con los
reportados por Barreto et al*® (0,4 mg por cada 100 g de fruto) para cocona cultivada en el
noreste del Brasil; quienes al compararla con otros frutos del Brasil encontraron que su
capacidad antioxidante es mayor al nivel de otras frutas de la familia Solanaceae como
Physalis angulata.

5.1.2 Azucares

Los azucares, los acidos y los compuestos ardmaticos son reconocidos como los mayores
componentes de la calidad de las frutas®®. A través de la maduracidn se dan reacciones
de hidrélisis sobre las macromoléculas presentes en los frutos verdes, generando
moléculas de menor peso molecular, que cumplen un importante rol en la constitucion del
sabor y la textura de la fruta; por lo tanto, se espera que, durante la etapa de desarrolloy
maduracidn, los sélidos solubles totales presenten un incremento constante, acompafiado
de la pérdida de firmeza®3.

Se encontrd la presencia de fructosa, sacarosa y glucosa como azlcares mayoritarios,
siendo éste ultimo el de cantidad mas representativa. Los resultados, son comparables
con los reportados para cocona madura (Brasil) por Marx et al, 1998%°; quien propuso
estos mismos azlcares como distintivos en la fruta. Sin embargo, los niveles de sacarosa
reportados en este estudio fueron mucho menores que los de fructosa en el punto de
recoleccion®®, lo cual difiere a lo encontrado en la presente investigacion para los tres
morfotipos cultivados en el departamento del Guaviare. Este resultado demuestra que los
compuestos involucrados en el metabolismo de |a planta, al estar estrechamente ligados a
procesos de adaptacion la misma, son caracteristicos no solo de la variedad evaluada, sino

probablemente del ambiente en el cual ésta ha sido cultivada®*®.
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Los valores medios de sélidos solubles totales para la cocona ovalada fueron de 5,07+0,08
°Brix, para el morfotipo redondo pequefio de 5.34+0,08 °Brix y para el redondo grande de
5.61+0,08 °Brix. Tales valores fueron ascendentes a través del tiempo de desarrollo y
maduracién de la fruta, y registraron una diferencia significativa entre los morfotipos
evaluados (p < 0,05), especialmente entre los morfotipos ovalado y redondo grande (p <
0,001) tal y como lo indica la comparaciéon de grupos homogéneos realizado (test de
Tuckey, ver anexo A2.1).
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llustracién 5-3. Azucares durante el desarrollo y maduracién de los morfotipos ovalado (4 ), pequefio redondo (M) y grande
redondo (#) expresado como sacarosa, glucosa, fructosa y solidos solubles totales en la muestra.
El nivel de sacarosa fue ascendente durante todo el periodo de desarrollo y maduracién
independientemente del morfotipo evaluado (p> 0,05), partiendo de un valor medio de
131,53 mg de sacarosa por cada 100 g de fruto fresco en el dia 35 DAF, hasta un valor
medio de 1245,98 mg de sacarosa por cada 100 g de fruto fresco en el dia 70 DAF. Por el
contrario, los niveles de glucosa y fructosa si exhiben diferencias significativas entre
morfotipos, mas especificamente entre el redondo pequeiio y el redondo grande (p <
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0,05); siendo éste ultimo el de mayor nivel de fructosa y glucosa, lo cual ejerce un efecto
directo sobre la diferenciacion del grado de dulzor, el balance dulce — acido y por ende en
el sabor caracteristico de cada uno de los morfotipos.

Diferentes estudios se han llevado en especies de frutas con una reconocida diferencia
entre el sabor de sus variedades, debido a que como se ha mencionado a lo largo del
trabajo, el metabolismo de azlcares y acidos orgdnicos no solo es un punto interesante a
nivel fisioldgico, sino también comercial®® . Se encuentran reportes sobre los cambios a
lo largo del desarrollo y maduracion de diferentes frutas climatéricas y no climatéricas
como nispero (Mespilus germanica)*®, pifia (Ananas comosus (L.) Merrill)*®, araza (Eugenia
spititata Mc Vaugh)*?, aji (Capsicum annum)*?, entre otros, y a partir de ellos es posible
inferir que éstos son caracteristicos de cada especie y estdn ligados a los mecanismos de

biogénesis e hidrélisis de carbohidratos de reserva como el almidén®?.

5.1.3 Intensidad respiratoria y emision de etileno

La intensidad respiratoria es un indicador cuantitativo sobre los cambios en las rutas
metabdlicas y el inicio de los sistemas de decarboxilasa — oxigenasa; esta se define como
la relacion entre el volumen de CO; (O;) emitido (consumido) y el peso del organismo,
durante un periodo de tiempo dado. La intensidad respiratoria de una fruta climatérica
muestra un pico caracteristico durante su climaterio de la fruta, sugiriendo el incremento
y posterior descenso de los procesos de descarboxilacion; por el contrario, las frutas no
climatéricas muestran una intensidad respiratoria descendente durante todo su periodo
de crecimiento y desarrollo, aunque tal descenso no es muy pronunciado, de hecho se
considera que su patrén respiratorio antes y después de la cosecha no tiene cambios
considerables®. Sin embargo, es importante hacer notar que cada especie exhibe una
intensidad respiratoria caracteristica, aun de cada estado de madu rez*>.

Segun se observa en la llustracién 5-4, todos los morfotipos muestran un comportamiento
tipicamente no climatérico durante su etapa de crecimiento y desarrollo, comprendida
por un descenso considerable de la tasa de respiracion del fruto durante la etapa de
multiplicacion celular; seguido por un periodo de disminucién menos drastica durante el
periodo de elongacidn celular desde el dia 35 hasta el dia 56; y que finalmente a partir del
dias 56 se estabiliza hasta el final de su desarrollo en el dia 70, en el cual alcanza niveles
de CO, de 25,5 mL*Kg™**h™; 15,6 mL*Kg™**h™y 26,3 mL*Kg ™ *h™ para el morfotipo ovalado
(1), redondo pequeiio (2) y redondo grande (3), respectivamente.
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llustracién 5-4. Intensidad respiratoria durante crecimiento, desarrollo y maduracién de los morfotipos ovoide ( 4), redondo
pequefio (W) y redondo grande (@).

Tal comportamiento descendente muestra que la cocona presenta la naturaleza de un
fruto no climatérico en su periodo de maduracién, en los casos en los que ésta etapa se
desarrolla en la planta. Esta conclusién se confirma por la ausencia de niveles detectables
de etileno durante los periodos de muestreo. Algunos estudios muestran que la
produccion de etileno en algunas frutas de la familia Solanaceae ha sido reportada como
dependiente del momento del analisis (antes o después de la cosecha)®. Sin embargo,
Stefanello et a/*?, también determinaron el comportamiento no climatérico de frutos de
cocona analizados durante su periodo pos — cosecha, lo cual es consistente con lo descrito
en el presente trabajo de investigacion.

El etileno en las frutas climatéricas cumple un importante papel en la regulacién de
procesos fisiologicos, ya que el incremento en su produccién desencadena las reacciones
implicadas en el cambio del color, aroma, textura y sabor, entre otras®. En las frutas no
climatéricas, éste proceso de maduracidon se cumple gradualmente y no es dependiente
del incremento en la produccién de etileno, lo que permite que ésta clase de frutos se
puedan almacenar durante un periodo mas prolongado®’. Sin embargo, estudios
recientes confirman que el etileno puede generar cambios quimicos importantes sobre
frutas no climatéricas, entre ellas, el cambio de color, la estimulacién de la acumulacion
de pigmentos auxiliares, entre otros>>.
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5.1.4 Contenido de carotenoides y de [8 caroteno

Los carotenoides son compuestos isoprenoides, liposolubles, sintetizados por plantas y
microorganismos, que pueden ser clasificados en dos grandes grupos: carotenos,
compuestos por una cadena hidrocarbonada y xantofilas, los cuales son derivados
oxigenados del primer grupo, por lo que contienen al menos una funcién hidroxi, ceto,
epoxi, metoxi o carboxilo. Se considera que mas de 600 carotenoides han sido aislados de
fuentes naturales*®.

Se caracterizan por una estructura formada por un sistema de dobles enlaces conjugados,
lo cual determina sus caracteristicas quimicas, bioquimicas v fisicas *.

En la planta estos compuestos participan en la absorcién de luz, en la proteccién del
exceso de energia luminica, en la formacién de complejos pigmento — proteina, son
precursores del acido abscisico y atrapan radicales libres®. Por lo tanto, su abundancia y
contenido en frutas y vegetales es comin en todos los tejidos donde tienen lugar el
proceso fotosintético®, y depende de muchos factores intrinsecos a la planta como la
variedad, el estado de madurez, las condiciones luminicas y del suelo en el cual es
cultivada, y ademas para el fruto del tipo almacenamiento, y demas procesos en
poscosecha®.

Estos han sido considerados por muchos autores como compuestos con gran actividad
biolégica como antioxidantes®® y activadores de la respuesta inmune*®. Ademas se ha
demostrado que algunos de ellos estan involucrados en los procesos de comunicacion
celular, y les han calificado como responsables de la disminucién del riesgo de sufrir
enfermedades cardiovasculares, algunos tipos de cancer y otras enfermedades
degenerativas*®.

El incremento en el consumo de vegetales estd generalmente asociado a la reduccién de
enfermedades cardiovasculares y cdncer. Esta asociacion estd basada en la presencia de
diferentes metabolitos secundarios en vegetales como carotenoides y compuestos
fendlicos, y su potencial efecto benéfico sobre la salud humana®®.El procesamiento,
especialmente el que involucra procesos térmicos, puede llevar a reacciones que varien el
contenido de éstos compuestos®®.
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Se cuantificé el contenido de carotenoides totales y entre ellos el de B caroteno, con el
objeto de evaluar la importancia como alimento funcional de los frutos de cocona.
Adicionalmente se realizdé durante sus etapas de desarrollo y maduracion con el fin de
establecer el momento de mayor acumulacién de carotenoides en el fruto y relacionarlo
como criterio en la eleccién del momento éptimo de colecta de la fruta. La acumulacién
de pigmentos coloreados en las frutas es uno de los eventos mas relevantes durante la
maduracién, ya que es una sefial clave para la fauna responsable de la dispersién de

> Las frutas carnosas

semillas sobre la madurez y la palatabilidad de la fruta
predominantemente acumulan carotenoides y flavonoides y la sintesis de novo de éstos
compuestos al inicio de la maduracién es precedida o ocurre concomitantemente con la

degradacion de la clorofila®>.

La biosintesis de carotenoides y de los terpenoides asociados ocurre en muchos de los
tejidos vegetales comestibles, a través de la via de los compuestos derivados del isopreno
e involucra la formacién de acido mevaldnico a partir del mevalonil Co-A. Su biosintesis y
catabolismo tienen lugar aun en partes separadas de la planta, y estan influenciadas por
las condiciones externas (como la concentracién de oxigeno, la luz y la temperatura) e
internas (como la concentracion de etileno y de 4cido abscisico)™.

La determinacion de carotenoides totales no solo se reconoce como un indicador de la
calidad visual de la fruta, sino también de la calidad nutricional de las muestras, debido a
su actividad como pro- vitamina A y su potencial actividad antioxidante3’. Estos son
considerados compuestos dietarios quimicamente bioactivos, por lo que diversos autores
los han reportado como activos sobre un grupo de condiciones degenerativas entre las
cuales se encuentran algunas enfermedades cardiovasculares, el cancery la degeneracion
del sistema inmune; esto probable mente debido a su capacidad de atrapar radicales libres
como oxigenos singletes y radicales peroxilo, modular el metabolismo carcinogénico,
inhibir la proliferacién celular, permitir la diferenciacion celular via retinoides, simular la
comunicacion célula — célula, incrementar la respuesta inmune y actuar como filtro frente
a la luz azul®®. Es importante hacer notar que el B caroteno es el mas potente precursor
de la vitamina A, y su deficiencia genera la aparicion de diversas enfermedades y que la
deficiencia de vitamina A ha sido reportada como uno de los problemas dietarios mas

comunes y de mayor incidencia dentro de la poblacién infantil®>.

La cuantificacion de carotenoides totales permitié encontrar valores medios durante el
periodo de desarrollo del fruto de 27,30 + 2,73 mg por cada 100 g del fruto del morfotipo
ovalado; los cuales se muestran comparativamente menores a los valores medios para los
morfotipos redondo pequefio y redondo grande, cuyos valores medios son de 42,82 +
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2,73mg y 42,01 + 2,73mg por cada 100 g de fruto (p < 0.05). Este comportamiento
confirma el hecho que la concentracién y la composicién de los carotenoides es
susceptible a diferentes factores intrinsecos y extrinsecos a la fruta®®.

Los valores medios para 3 — caroteno fueron de 2,089; 4,049 y 3,596 mg por cada 100 g de
fruto para los morfotipos ovalado, redondo pequefio y redondo grande respectivamente.
La cantidad de B — caroteno respecto a la cantidad de carotenoides totales representa el
7% para el morfotipo ovalado y el 9% para los morfotipos redondo pequefio y redondo
grande; por tal motivo, se considera importante la determinacién no solo de los demas
carotenos, sino de xantofilas (carotenoides oxigenados y ésteres de acidos grasos,
sintetizados por la planta para facilitar su acumulacién en los pastogldbulos)?’. La
diversidad de carotenos y xantofilas han sido reportados para diversas especies como el
tomate de arbol®’.

Se encontraron diferencias significativas a lo largo del desarrollo y maduracién de los tres
morfotipos en cuanto a la cantidad de carotenoides totales y por lo tanto de B caroteno.
Esta variacién se debe a los cambios de cloroplastos a cromoplastos reportados
previamente por Artéset al (2000)°%, especialmente en aquellos frutos denominados
carotenogénicos, caracterizados por la sintesis de carotenoides durante la maduracién de
la fruta, usualmente acompafiado por el cambio en el perfil de carotenoides. Es de
resaltar que algunos de los frutos de la familia Solanaceae (como el tomate) han sido
catalogados como carote nogénicos?°.

El andlisis de varianza mostrd que el nivel de B - caroteno y el color es indiferente al
morfotipo. Se encuentran diferencias en el tiempo después de la apertura floral para los
tres casos evaluados. Las ilustraciones muestran que la curva descrita por los valores de
carotenoides totales y B - caroteno a través del tiempo de cada morfotipo es
caracteristica y que el nivel de carotenoides es maximo en el momento de recoleccién en
los morfotipos redondo pequefio y redondo grande a diferencia del comportamiento
encontrado para el morfotipo ovalado. Este habito es coherente con el esperado, debido
a los cambios metabdlicos traducidos en la degradacion de las clorofilas y la manifestacion
de pigmentos auxiliares como los carotenoides durante la maduracién del fruto, como
preparacién de éste para atraer animales y asegurar la dispersion de sus semillas hacia

otros habitats>> .
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llustraciéon 5-5. Carotenoides totales durante el desarrollo y maduracién de los morfotipos ovalado (4 ), pequefio redondo
(m) y grande redondo (®)
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llustracién 5-6. 3 caroteno durante el desarrollo y maduracion de los morfotipos ovalado (4 ), pequefio redondo (M) y grande
redondo (¢)

5.1.5 Cambios de color

La sensacion de color es un fendmeno psico-fisico, en la cual la informacion captada por la
percepcion visual es interpretada en el cerebro; este puede ser descrito como atributo de
un objeto dado ya sea en términos subjetivos u objetivos. En términos subjetivos el color
puede ser descrito por su brillo, luminosidad, tono, saturacién e intensidad, sin embargo
la descripcion dependerda no solo del iluminante y del entorno sino también del
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observador. En términos objetivos el color es descrito segln la trasmitancia o reflectancia
de un objeto y la respuesta de un observador estandar; lo cual entre otros términos puede
ser expresado en términos de luminosidad (*L, equivalente al brillo), croma (*C,
equivalente a la saturacién) y dngulo Hue (*H, equivalente al tono). El sistema CIE para la
medicidn del color transforma el espectro de reflexién o de absorciéon en un objeto dentro
de un espacio de color tridimensional, usando el poder de la distribucion espectral del
iluminante y las funciones correspondientes de color del observador estandar®.

Los cambios en el perfil de color, descrito en el especio CIELAB en términos de *L, *C y *H
es representativo de las variaciones reportadas ya por otros autores para el periodo de
desarrollo y maduracién de otras frutas®®. Se debe tener en cuenta que la apariencia
externa de las frutas, particularmente su color, es considerada un atributo prioritario en la
definicién de la calidad de éstas.

El andlisis del color de la fruta durante sus etapas de desarrollo y maduracién permitié
delimitar una primera etapa de desarrollo hasta el dia 49, durante la cual permanece el
fruto en una tonalidad verde propia de la biogénesis de clorofilas, se encuentra que no se
dan cambios significativos en ninguno de los pard metros que describen el color del fruto,
y que especificamente *H tiene un valor medio de 114,39, que en el espacio CIELAB
describe la tonalidad verde. Al igual que lo reportado por otros autores para frutos de
solandceas como el tomate, el *C de los frutos no tiene cambios significativos durante las
primeras etapas de desarrollo del fruto; sin embargo se debe tener en cuenta que el
croma no es un indicativo de madurez éptimo, ya que en su esencia misma este
pardmetro representa la pureza o saturacién del color.”®

A partir del dia 49 se observaron cambios significativos para *L y *C en los tres morfotipos
propios de la maduracion, ya que éstos cambios son un indicio claro del inicio del
degradacion de las clorofilas, evidenciada por una disminucién en el valor de *H desde
114,39 + 1,36 caracteristica de una tonalidad verde hasta 55,33 + 1,36 particular de una
tonalidad naranja (llustracién 5-7 a llustracién 5-9).

El caracteristico color verde de los frutos inmaduros se debe a la presencia de clorofilas y
carotenoides, luego al inicio de la maduracion se da lugar a una serie de cambios
quimicos, que incluyen variaciones de la composicion de los pigmentos y por ende del
color de la fruta, debidos a procesos tanto biogenéticos como catabdlicos.®® De ésta
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del fruto, y se detiene al inicio de la maduracién, punto en el cual se inicia el catabolismo
de las clorofilas y la biogénesis de novo de carotenoides®®.

Es importante resaltar que la etapa de maduracién del fruto tiene en durante los dias 56 a
70 después de la apertura floral (DAF) lo cual ya se habia mencionado anteriormente
mediante el andlisis de los cambios en la intensidad respiratoria, asi como del contenido
de sacarosa y la estabilizacion del pH en la fruta.
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llustracién 5-7. Color en términos de luminosidad durante el desarrollo y maduracion de los morfotipos ovalado (4),
pequefio redondo (M) y grande redondo ()

Por otro lado, al comparar las curvas descritas en el tiempo para los niveles de B —
caroteno en la fruta y su pardmetro *H se encuentra que la biogénesis de carotenoides en
la fruta al igual que su manifestacion en el color de ésta tiene un comportamiento gradual
durante el desarrollo y maduracién de la fruta; es evidente que el color puede ser
considerado un pardmetro satisfactorio para la determinacién del estado de madurez de
la fruta, debido a que tanto su tonalidad (*H) como la saturaciéon del color (*C) son
claramente diferentes para cada uno de los puntos evaluados a través del tiempo, aun a
partir del dia 42 (p< 0.01). El nivel de carotenoides totales, [ — caroteno solo se
encuentran significativamente diferentes hasta el dia 70 (respecto a los demas puntos
evaluados en el tiempo), el cual ha sido fijado como momento éptimo de recoleccion
(Hlustracién 5-6 e llustracién 5-9).
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llustracién 5-8. Color en términos de Croma durante el desarrollo y maduracion de los morfotipos ovalado (4 ), pequefio
redondo (M) y grande redondo (@)
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llustracién 5-9. Color en términos de angulo Hue durante el desarrollo y maduracién de los morfotipos ovalado (4),
pequefio redondo (M) y grande redondo (@)

z

DISCUSION Y RESULTADOS

[0,
~



58

5.1.6 Andlisis multivariable de los resultados

Por medio del andlisis de componentes principales (Var anexo A2.2) se logrd la
identificacion de cinco vectores caracteristicos, de los cuales los dos primeros logran
explicar el 35,8% y el 16,5% de la varianza total del experimento (52,3% acumulado).
Como se muestra en la llustracién 5-10 el contenido de acido citrico, glucosa y fructosa,
asi como la acidez total titulable (ATT), C* y H* son las variables con mayor incidencia en
los dos primeros componentes, lo cual las sefiala como las variables de mayor varianza
durante el proceso de maduracioén de la fruta, y por tanto, como las variables indicadas
para el establecimiento del estado de madurez de la fruta. Es de notar que entre estas
variables seleccionadas por este método de reduccién de dimensiones, solo el contenido
de glucosa vy fructosa y el angulo H* son las variables que segun el andlisis de varianza
tienen incidencia sobre la diferenciacion fisicoquimica entre morfotipos.

Por su parte la matriz de correlaciones (Tabla 5-1) muestra que existen relaciones
significativas ((*) para p < 0,050 y (**) para p < 0.001) para todas las variables evaluadas
con al menos otras dos de ellas, lo cual demuestra que el analisis de componentes
principales, puede ser usado como una herramienta valida para la reduccion de las
dimensiones del disefio del experimento.

Entre las relaciones mas relevantes encontradas se encuentra la que se da entre el valor
de H* y del contenido de fructosa, glucosa, y acido citrico con la concentracion de
carotenoides y de B caroteno, lo cual es un indicio de la biogénesis de carotenoides como
estrategia en la maduracidn de la fruta. Adicionalmente se observa una relacién directa y
significativa entre la cantidad de B caroteno y la de carotenoides totales.

La evaluacion de conglomerados obtenido por andlisis candnico de discriminantes habia
sido previamente usado por diversos autores tanto para la discriminacion de variedades,
como para la identificacion de las variables mdas representativas de la maduracién en
frutas tropicales como la gulupa vy el aji *°.
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Tabla 5-1. Matriz de correlaciones entre los parametros evaluados durante el desarrollo y maduracién del fruto

OXA CIT MAL SuC CAR SAC FRU GLU BCAR L C H SST ATT pH
ASC -002 034 * -027 * -0,03 024 * 048 ** 0,21 * 0,12 0,18 029 * 042 ** -053 ** 040 ** 0,30 * -0,26
OXA -0,11 054 ** 0,14 023 * -0,14 0,02 -0,02 -0,17 -0,04 -0,12 0,16 0,12 0,01 0,29
CIT -0,19 * -034 * 028 * 050 ** 029 * 023 * 031 * 040 * 055 ** -060 ** 044 ** 069 ** -0,60 N
MAL 054 ** -0,04 -0,39 ** 027 * 028 * -024 * -025 * -040 * 052 ** -0,13 -027 * 042 N
Suc -021 * -028 * 0,34 * 040 ** -0,16 -0,30 * -0,38 ** 043 ** -023 * -047 ** 041
CAR 049 ** 0,212 0,07 021 * 0,05 0,17 -0,43 ** 046 ** 0,29 * 0,03
SAC 0,11 0,04 0,14 0,05 033 * -083 ** 054 ** 047 * -0,23 .
FRU 093 * 039 ** 025 * 029 * -0,06 032 * 0,08 -0,18
GLU 0,38 ** 023 * 023 * 0,02 0,27 * -0,02 -0,16
BCAR 022 * 028 * -019 * 029 * 022 * -046 N
L 093 ** -0,38 ** 0,24 * 041 * -048 N
Cc -065 ** 0,39 ** 0555 ** -0,55 N
H -0,55 ** -0,60 ** 0,40
SST 0,65 ** -0,30 .
ATT -0,54

*%
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llustracion 5-10. Grafico de componentes principales

Este andlisis de discriminaciéon sobre las variables seleccionadas en el andlisis de
componentes principales (ver Anexo A2.3)permite establecer diferencias entre los tres
morfotipos evaluados, ya que aunque los centroides de cada grupo ((1) ovalado, (2)
redondo pequeno y (3) redondo grande) se situaron cerca del origen de la gréfica, cada
uno de ellos se ubicé en cuadrantes diferentes; lo anterior teniendo basado en el valor de
significancia calculado por la prueba de A de Wilks (ver Anexo A2.3). A pesar de existir
reportes en los cuales estd técnica ha sido de utilidad para la discriminacién de accesiones
de aji amazdnico*?, hibridos citricos®, entre otros, no se encuentran reportes previos
sobre la discriminacion de frutos que exhiben diferencias causadas por seleccién natural.
Al haber evaluado frutos cultivados bajo las mismas condiciones y durante un mismo
periodo de tiempo, se confirma lo planteado por Bramley®®, quien usando tomate como
modelo hace referencia a que la biogénesis de carotenoides por ejemplo, esta
intrinsecamente relacionado con factores como la luz y su intensidad, ademas de la
expresion de genes especificos.
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funciones discriminantes canoénicas
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llustraciéon 5-11. Analisis canénico de discriminantes usando como variable de agrupacién el morfotipo (Ovoide = 1;
Redondo pequefio = 2 y Redondo grande = 3)

En cuanto al proceso de maduracion, el andlisis discriminante hace mas clara la
diferenciacion de dos conglomerados entre las etapas de desarrollo y maduracion del
fruto (ver anexo A2.3). El primero de los conglomerados fue conformado por el periodo
comprendido entre los dias 35 y 49 DAF, los que, de acuerdo con el comportamiento de la
intensidad respiratoria del fruto pertenece al periodo en el cual el fruto aun experimenta
crecimiento y multiplicacién celular. El segundo conglomerado demarcé el periodo
comprendido entre los dias 56 y 70 donde se dan cambios significativos en la composiciéon
guimica de la fruta, entre los cuales se destacaron las variaciones en el contenido de acido
citrico, sacarosa, glucosa y fructosa, como componentes mayoritarios de la fruta (que
fueron también identificados en el analisis de componentes principales). Esto es debido a
los cambios propios de la maduracién, durante la cual aumenta la palatabilidad del la fruta
como estrategia de la planta para la dispersién de sus semillas’ .

Se logra entonces en primer lugar demarcar el dia 56 DAF como aquel en el cual se da
lugar a una etapa de transicion en la fruta, inicia el catabolismo de las clorofilas y la
manifestacion de los pigmentos amarillos. Esto permite que se pueda considerar el dia 56

z

DISCUSION Y RESULTADOS

[e)]
[y



62

DAF como el periodo durante el cual se dan mayores cambios en el color de la fruta, ya
gue no solo se encontrd la transicién de tonalidad verde a amarilla, sino que también se
observaron los maximos de saturacioén y brillo del color (*C y *L, respectivamente).

funciones discriminantes canodnicas
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llustracién 5-12. Analisis canonico de discriminantes, siendo la variable de agrupacion el tiempo (dias DAF)

En segundo lugar se consiguié identificar el ultimo dia de evaluacion (dia 70 DAF) como
aquel en el cual se alcanza la madurez fisiolégica y sensorial del fruto, y por ende su punto
Optimo de recoleccién, encontrando diferencias con lo planteado previamente por
Hernandez’? y Fajardo*, quienes para el morfotipo ovalado cultivado en condiciones
propias del municipio de Florencia (Caqueta), plantearon un tiempo total de crecimiento,
desarrollo y maduracién de 60 dias, dentro del cual el inicio de la maduracién se da a
partir del dia 35. Tal comportamiento demuestra la incidencia que los factores
ambientales tienen sobre el desarrollo del fruto, lo cual diversos autores han relacionado
con factores como la acumulacién de metabolitos>®, y la textura®?.
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5.2 Estudio en la madurez fisioldgica del fruto

Las frutas y vegetales son la fuente mas importante en la dieta humana de sustancias
bioactivas como vitaminas, fibra dietaria, antioxidantes entre otros. Aunque muchos de
estos reportes se basan en la etnobotdnica de cada especie, actualmente, mediante el uso
de técnicas cromatograficas como la cromatografia liquida de alta eficiencia y la de gases,
ademds del uso de técnicas espectroscdpicas como la espectrofotometria UV, la
espectrometria de masas, la espectroscopia infrarrojo, y la resonancia magnética nuclear
han permitido la valoracién cuantitativa y cualitativa de un gran ndmero de metabolitos
en las plantas; los cuales, no son solo esenciales para su crecimiento, desarrollo, procesos
adaptativos a condiciones ambientales y de estrés (defensa), son los que determinan sus
propiedades en cuanto a calidad nutricional, color, sabor, aroma, ademas de su actividad
antinflamatoria, antioxidante, anticancerigena, antihipertesiva, antimicrobiana o
inmunoestimulante entre otras’>.

Ya habiendo logrado establecer el dia 70 DAF como el momento adecuado de recoleccion
de la fruta en el ambiente de estudio, se pretendié en primer lugar aislar y elucidar
algunos de los metabolitos de cocona, a partir del extracto etandlico de uno de los
morfotipos y posteriormente establecer su presencia o ausencia en los otros dos
morfotipos objeto de estudio. Adicionalmente, ésta comparacion se realizé diferenciando
el epicarpio del fruto del resto de éste, con el fin de establecer si los metabolitos aislados
estan incluidos o no en la dieta del consumidor. En segundo lugar se determind la
presencia de algunos de los metabolitos volatiles de los tres morfotipos, con el fin de
establecer caracteristicas quimicas que pudieran ser consideradas un indicador de la
calidad organoléptica intrinseca de cada uno de ellos y por ende de sus productos
derivados.

5.2.1 Estudio de metaboalitos fijos en la madurez fisiologica del fruto

5.2.1.1 Fraccion EdP

La determinacién de compuestos presentes en la fraccion de EdP (C1) se realizé utilizando
como criterio no solo la comparacién entre el IK calculado y el reportado en la literatura
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http://www.pherobase.com), sino también el andlisis de los espectros de masas obtenidos
para cada uno de éstos.

Cada uno de los espectros de masas fue catalogado como caracteristico de hidrocarburos
alifaticos saturados. La Tabla 5-2 muestra las asignaciones probables para los compuestos
presentes en esta fraccion sin embargo, es de notar, que debido a su similitud, y a que
compuestos de la misma naturaleza quimica con alguna variacion en el patron de
sustitucién podrian exhibir IK similares, la plena determinaciéon de estos compuestos
requiere de la corrida cromatografica de esta misma fraccion en una columna de
naturaleza polar, que permita reducir el rango de otras posibles asignaciones’®. Se
proponen como compuestos mayoritarios: 9-metilheptacosano (C1.1); 4,16-
dimetilheptacosano (C1.2); 2,12-dimetiltriacontano (C1.3) y 11,15,19-
trimetiltritriacontano (C1.4).

Tabla 5-2. Hidrocarburos alifaticos determinados en la fraccion SS01

tr IK IK REPORTADO % AREA POSIBLE
DB-1
25,553 2111 2100 1,0 Eneicosano
26,999 2219 0,8 NI
28,304 2328 0,8 NI
29,499 2435 2435 1,8 11 - metil tetracosano
30,613 2543 2544 1,5 7- metil pentacosano
31,662 2625 2635 5,3 13-metil hexacosano
32,653 2675 2670 1,8 9,13-dimetil hexacosano
33,591 2738 2735 11,5 9- metil heptacosano
34,494 2814 2811 2,7 3,7 - dimetil heptacosano
35,415 2894 2893 13,3 4, 16 - dimetil octacosano
36,435 2985 2976 3,4 3-metil nonacosano
37,607 3093 3095 29,9 2,12 - dimetil triacontano
38,936 3222 3229 3,9 3,11- dimetil hentracontano
39,909 3318 3320 1,6 4,8,16 - trimetil dotriacontano
40,515 3380 3380 18,3 11,15,19 - trimetil tritriacontano
CHs3
CH,
Hscv\/\/\)\/\/\/\/\/\/\/\/\/
Cl.1
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CH;

CH, CH, €13
CHj
Ci14
H;C
CHj CH;

H3C

5.2.1.2 Fraccion CHCIs

5.2.1.2.1 Determinacion estructural de C2

La mezcla C2 fue aislada como un liquido amarillo, cuyo espectro de IR (ver Anexo A4.1)
muestra bandas caracteristicas de la vibracion de tensidn de grupos carboxilo (1735 cm™
para C=0 y 3456 cm™ para O-H), la vibracién de tension de grupos metilo o metileno (2854

cm™) y la vibracién de flexién de grupos metilo terminales en cadenas alifaticas ”.
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El espectro RMN H (ver anexo A4.2) permitié reiterar la naturaleza alifatica de la mezcla
C2, mostrando sefiales caracteristicas de hidrogenos vinilicos vecinales a un grupo
carbonilo (6 5,23; m), metino unido a oxigeno (6 4,01;q;J7,13Hz), metino de éster metilico
(6 3,55;sn), metileno entre dos carbonos sp2 en olefinas (6 2,67;dd;J 6,36Hz 14,18Hz),
metileno unido a carbonilo (62,18; dd;J 7,35Hz 14,77Hz); (6 2,06;sn); (61,91; m;8H); (6
1,51; dd:J 7,98Hz 14,70Hz), metilo unido a carbonos sp? en olefinas (61,14; m) y metino en
grupo alquilo (80,76; m) . La integracion de cada una de las sefiales del espectro
demostré que se trata de una mezcla compleja de hidrocarburos y sus derivados
oxigenados, por lo cual, se decidié realizar su andlisis usando una técnica acoplada como
CG-EM (ver anexos A4.3 y A4.4); andlisis a partir del cual se logré establecer que ésta
mezcla estd constituida principalmente por hexadecanoato de metilo(C2.1),
hexadecanoato de etilo (C2.2), 9,12-octadecadienoato de etilo (C2.3) y oleato de etilo
(C2.4). Su determinacion se baso en la comparacion de los indices de retencidn de kovats
(IK) calculados con los reportados en publicaciones especializadas (NIST 08 © vy
http://www.pherobase.com; para columna DB-1), ademas de la de los espectros de masas
obtenidos para cada uno de los compuestos (Tabla 5-3).

Tabla 5-3. Compuestos determinados en C2

TR Kl KI REPORTADO % AREA POSIBLE
DB-1
19,596 1778 1777 0,37 Tetradecanoato de etilo
21,625 1877 1877 0,27 Pentadecanoato de etilo
22,254 1909 1904 11,42 Hexadecanoato de metilo
23,047 1954 1955 0,46 E-9-hexadecenoato de etilo
23,525 1981 1978 29,71 Hecadecanoato de etilo
25,011 2075 2081 2,14 (Z,2,2)-9,12,15-octadecatrienoato de metilo
25,180 2086 2087 0,52 9-octadecenoato de metilo
25,530 2109 2107 1,23 Octadecanoato de metilo
25,961 2141 2141 14,29 9,12-octadecadienoato de etilo
26,008 2145 2145 6,49 9,12,15-octadecatrienoato de etilo
26,084 2151 15,32 Oleato de etilo
26,148 2155 2155 1,75 (E)-9-octadecenoato de etilo
|
I e N T e O/CHa
C2.1
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Continuacion llustracién 5-13. Espectros de masas de impacto electrénico para los compuestos mayoritarios de C2, en
orden descendente: hexadecanoato de metilo, hexadecanoato de etilo y 9,12-octadienoato de etilo y oleato de etilo.
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Continuacion llustracién 5-13. Espectros de masas de impacto electrénico para los compuestos mayoritarios de C2, en
orden descendente: hexadecanoato de metilo, hexadecanoato de etilo y 9,12-octadienoato de etilo y oleato de etilo.

5.2.1.2.2 Determinacion estructural de C3

La sustancia C3 fue aislada como un aceite amarillo, cuyo espectro de IR (ver anexo A5.1)
mostré una banda ancha hacia 3418 cm™ y una hacia 1728 cm™ caracteristicas de la
vibracion de tension de grupo carboxilo (O-H y C=0 respectivamente), dos bandas en 1088
y 1026 cm™ propias de la vibracién de flexion del enlace carbono — oxigeno en un grupo
COOR. El ensayo de RMN H (ver anexo A5.2) mostré un espectro tipico de hidrocarburo
alifatico, con senales que integran para 75,8 hidrogenos de metileno en fragmento alquilo
(6 1.23), 32,6 hidrogenos de metilo en fragmento alquilo (6 0.84), 3,5 hidrogenos de
metileno unido a un grupo carbonilo (6 2.15) y finalmente 3 hidrégenos de metilo en un
fragmento de éster metilico (6 3.47). Cada una de las asighaciones se realizd por
comparacion de los desplazamientos quimicos experimentales, con los propuestos en
tablas espectroscépicas’”. La integracion del espectro RMN *H y el andlisis de la muestra
mediante CG acoplada a EM, permitié que C3 fuera determinada como una mezcla
constituida en su mayoria (mas del 60%) por acido n-hexadecandico (C3.1),
hexadecanoato de metilo (C2.1), hexadecanoato de etilo (C2.2) y acetato de (Z)-11-
hexadecenilo (C3.2), cada uno de los cuales fue determinado no solo por comparacion de
su EM, sino también por el de su IK (ver anexo A5.3).
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llustracién 5-14. . Espectros de masas de impacto electronico para los compuestos mayoritarios de C3, en orden
descendente: &cido n-hexadecandico, hexadecanoato de metilo, hexadecanoato de etilo y (Z)-11-hexadecenil acetato

Tabla 5-4. Compuestos determinados en C3

TR Ki KIDB1 LIT % AREA POSIBLE
22,231 1908 1904 1,49 Hexadecanoato de metilo
22,878 1945 1950 61,18 Acido n-Hexadecanoico
23,478 1978 1978 6,45 Hexadecanoato de etilo
28,368 2333 2339 1,28 Acetato de (2)-11-Hexadecenil 8
2
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CH,

5.2.1.3 Fraccion AcOEt

5.2.1.3.1 Determinacion estructural de C4

La sustancia C4 fue aislada como un sélido amarillo cuyo espectro de RMN *H(Anexo A6.2)
permitié encontrar: dos sefiales, cada una de ellas correspondiente a dos hidrogenos
equivalentes que segun indica su desplazamiento quimico se encuentran sobre un sistema
aromatico p — sustituido (6 7,32; d; J 8,5 Hz y 66,82; d; J 8,5 Hz; ver Tabla 5-5); dos sefiales
cada una de las cuales corresponde a un protén aislado sobre un sistema aromatico (&
5,87;d;J 2,0 Hz y 65,89; d; J 2,0 Hz); una sefial caracteristica de un metino olefinico (6
5,34; dd; J 2,8 Hz 12,8 Hz); dos sefiales que por su constante de acoplamiento geminal (ver
Tabla 5-5) se pueden ubicar sobre un mismo metileno alifatico (63,12 ; dd; J 12,8 Hz 17,1
Hzy 62.70; dd; J 2,9 Hz 17,1 Hz), lo cual indica la presencia de un centro quiral en la sefial
en & 5.34, con la cual muestran acoplamiento. Los espectros de RMN 3C y DEPT 135
(Anexo A6.3) permitieron asignar la presencia de un grupo carbonilo (197.8 ppm), seis
carbonos cuaternarios aromaticos (164.9 ppm; 168.4 ppm; 165.6 ppm; 159.1 ppm; 131.4
ppm y 103.3 ppm), de los cuales los cuatro primeros son oxigenados, seis metinos
aromaticos (96.2 ppm; 97.1 ppm; 116.4 ppm x 2; 129.1 ppm x 2); un metino alifatico
(79.5ppm) y un metileno alifatico (44.1 ppm). Las sefiales encontradas son tipicas de un
nucleo tipo flavanona, al igual que los maximos de absorbancia encontrados en el
espectro de UV-Vis (228nm, 289nm y 326nm; ver Anexo A6.1)’®. Estas sefiales han sido
reportadas previamente para la 4°,5,7-trihidroxiflavanona, comiunmente conocida como
naringenina, la cual, ha sido aislada de diversas especies de angioespermas, vy
particularmente del epicarpio de diversas frutas entre las cuales se encuentran el tomate
(Solanaceae) ’” y el tamarindo (Fabaceae)’®.
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Tabla 5-5. Datos espectroscopicos de RMN de la sustancia C4

C C(8(ppm)) DEPT135 ‘H(8(ppm)) HMBC

2 79,5 CH 5,34(ddJ2,8Hz 12,8 Hz)  7,32; 3,12

3 44,1 CH, Ha 3,12 (dd J 12,8 Hz 17,1 Hz)

Hb 2,70 (dd J 2,9 Hz17,1Hz)

4 197 C 2,69;3,12

5 165,3 C

6 97,1 CH 5,89 (d J 2,0 Hz)

7 168,4 C

8 96,2 CH 5,87 (d J 2,0 Hz)

9 164,9 C

10 103,3 C 5,89; 5,87

1 131,4 C 6,82
2'y6 129,1 CH 7,32 (d 2H J 8,5Hz) 5,34
3y5 116,4 CH 6,82 (d 2HJ8,5 Hz)

& 159,1 C 7,32; 6,82

La estructura propuesta (llustracion 5-15) es confirmada por RMN 2D, experimentos COSY
(Anexo A6.4), HMBC (Anexo A6.5) y HMQC (Anexo A6.6), cuyas correlaciones se
especifican en la Tabla 5-5. El experimento COSY permitié observar la correlacion espacial
entre los hidrogenos sobre el anillo B en § 7,32 y 6,82; entre los protones en § 5,34y 3,12,
lo que hace pensar que el hidrégeno en § 2,69 se encuentra bajo la influencia del anillo B,
generando un desplazamiento de la sefial hacia campo alto. Por su parte la conectividad
hidrogeno — carbono dentro del compuesto fue determinada mediante el experimento
HMQC, del cual, es importante destacar las sefiales que permitieron determinar la
ubicacion del protén en 6 5,34 sobre el carbono en 79,5 ppm, los hidrégenos aromaticos
en 6 5,87 y 5,89 sobre los carbonos aromaticos en 96,2 ppmy 97,1 ppm respectivamente,
correspondientes al anillo A del nucleo flavanona; y la de los hidrégenos aromaticos en &
6,82y 7,32 sobre los carbonos en 116,4 ppm y 129,1 ppm respectivamente, que permitio
asignar el sistema aromatico simétrico p — sustituido correspondiente al anillo B del
nucleo flavanona.

Finalmente, la asignacion de cada sefial en la estructura propuesta fue determinada por el
ensayo HMBC, que permitid encontrar la correlacién (residual) a dos J del hidrégeno a &
3,12 con el carbono a 79,5 ppm y el carbonilo a 197 ppm, confirmando la disposicion de la
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a 103,3 ppm, confirmando la sustitucidon propuesta en el anillo A; a tres J del hidrégeno a
6 5,34 con el carbono a 129,1 ppm y del hidrégeno a & 7,32 con el carbono oxigenado a
159,1 ppm ratificando la estructura propuesta para el anillo B.

H
HO , 2
H 10 3
-
OH O

llustracion 5-15. Estructura propuesta para C4 - naringenina

Todas las sefiales encontradas fueron comparadas con aquellas reportadas para la
naringenina en la literatura, lo cual permitié la confirmacion de la asignacion propuesta
para la sustancia C47.

5.2.1.3.2 Determinacion estructural de C5

La mezcla C5 fue asilada como un sélido amarillo, cuyo espectro de UV-Vis (ver anexo
A7.1) mostré maximos de absorcién a 229nm, 290nm y 310nm. Su espectro de IR (ver
anexo A7.2) mostrd las bandas en 3441cm™; 2538cm™; 1635cm™ y 1458cm™, las cuales
sirvieron como indicador de la presencia de grupos hidroxilo, anillos aromaticos, y la de un
grupo carbonilo en un sistema conjugado respectivamente. El espectro de RMN H (ver
anexo A7.3) permitié encontrar sefiales propias de hidrégenos en un doble enlace trans (8
7,44; d; J 15,8 Hz y 6 6,38; d; J 15,7 Hz), ocho hidrégenos en dos sistemas aromaticos
simétricos (6 7,40; 0 7,05;0 6,77; 6 6,38) y dos metilenos (6 3,45y d 2,75). Por su parte los
espectros de RMN 3¢ y DEPT 135 (Anexo A7.4) permitieron asignar cuatro sefiales propias
de metilenos sp? (116,2 ppm; 116,8 ppm; 130,6 ppm y 130,8 ppm), dos carbonos
carboxilicos (169,2 ppm y 170,1 ppm), dos carbonos cuaternarios unidos a un grupo
hidroxilo (160,3 ppmy 157,0 ppm).
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llustracién 5-16. Componentes de C5 (C5, acido p-cumarico; C5p &cido p-dihidrocumarico)

Las constantes de acoplamiento (J 15,8 Hz) de las sefiales en & 7,44 y & 6,38 indicaron la
presencia de un doble enlace trans, mientras que la presencia de dos tripletes a 6 3,45y
2,75 respectivamente indicaron la presencia de dos grupos metileno vecinos. Por lo tanto
se concluyd que C5 estd constituido por una mezcla que, segun lo que se logré establecer
por medio de los espectros RMN 2D, estd conformada principalmente por dos acidos
orgdnicos provenientes de la ruta metabdlica del dcido shikimico, a saber el acido p-
cumadrico (C5;) y el acido p-dihidrocumarico (C5y) (llustracion 5-16), en una relacion 48:52
respectivamente (calculado como la relacién entre la integracion de las sefiales 6 7,40y
7,05).

Entre las sefiales mas representativas encontradas en el espectro COSY (anexo A7.5), se
resaltan aquellas correspondientes a la correlacién espacial entre los protones de cada
uno de los sistemas aromaticos para sustituidos, que como se muestra en la Tabla 5-6 una
corresponde al par de hidrégenos en 6 7,40y o 6,77, y la otra al paren & 7,05y o 6,72;
adicionalmente a partir de este espectro se logré establecer por una parte la correlacion
entre los protones en el doble enlace trans y por la otra la existente entre los hidrogenos
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HMBC (Anexo A7.7) permitié establecer la conectividad y correlacién espacial hidrégeno —
carbono en las estructuras propuestas, logrando asi la elucidacién estructural propuesta
en la llustracién 5-16. Las sefiales mas representativas corresponden a la correlacion a
tres enlaces del hidrégeno en posicién orto con el carbono aromatico hidroxilado y la
correlacion del hidréogeno en posicion meta con el carbono cuaternario del sistema
aromatico. Adicionalmente es posible encontrar la correlacién espacial entre los
hidrogenos del sistema olefinico y el grupo carboxilo en 169,2 ppm y la de los hidrégenos
sobre metilos alifaticos con el grupo carboxilo en 170,1 ppm.

Tabla 5-6. . Datos espectroscopicos de RMN de la sustancia C5

Compuesto C  °C(8(ppm)) DEPT135 'H(8(ppm)) HMBC
c5(a) 1 127,4 C 6,77; 6,38
2y6 130,6 CH 7,40 (d, 2H, J=8,5) 7,44
3y5 116,8 CH 6,77 (d, 2H, J=8.5) 6,77
4 160,3 C 7,40
7 141,8 CH 7,44 (d, 1H, J=15.8) 7,40
8 118,4 CH 6,38(d, 1H, J=15.7)
9 169,2 C 6,38; 7,44
c5(b) 1 131,2 C 7,05; 6,72; 3,45
2y6 130,8 CH 7,05 (d, 2H, J=8,4) 2,75; 3,45
3y5 116,2 CH 6,72 (d, 2H, J=8,4) 6,72; 7,05
4 157,0 C 7,05
7 31,2 CH, 3,45 (t, 2H, J=7,4)
8 35,9 CH, 2,75(t, 2H, J=7,4)
9 170,1 C 3,45

Ambos compuestos han sido reportados para diferentes especies vegetales, y los datos
espectroscopicos experimentales fueron comparados con datos espectroscépicos
reportados para los acidos p-cumarico y el acido dihidro-p-cumarico®, lo cual, confirma
satisfactoriamente las asignaciones propuestas para los componentes de C5.

Adicionalmente, el espectro de masas de impacto electrénico obtenido mediante el
analisis de la mezcla por CG — EM (ver anexo A7.8), permitido confirmar la estructura
propuesta para los dos componentes de C5, ya que se logrd establecer no solo su peso
molecular, sino la diferencia en dos unidades de masa atémica que existe entre ellos (164
uma para el acido p-cumdrico y 166 uma para el acido dihidro-p-cumarico) (llustracién
5-17).
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llustracién 5-17. Fragmentacion propuesta para los compuestos presentes en C5

llustracién 5-18. Espectro de masas de impacto electronico de C5; (izq.) y C5s (der.)

5.2.1.4 Fraccion MeOH

Las fracciones eluidas en metanol (SS06 a SS012), fueron catalogadas como muestras
complejas, de polaridad elevada, que por técnicas cromatograficas convencionales no fue
posible separar satisfactoriamente. Estas fueron comparadas en términos de su
contenido de azlcares, encontrando no solo que éstas tienen un elevado contenido de
éstos en el extracto evaluado, sino que la mayor parte de los azlcares libres en la muestra
estdn constituidos por glucosa, fructosa y sacarosa (como ya se habia encontrado para el
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fruto durante su desarrollo y maduracién), siendo este primero el monosacarido
mayoritario en todas las fracciones eluidas en metanol, tal y como puede observarse en la
Tabla 5-7.

Tabla 5-7. Contenido de azucares libres en las fracciones eluidas con MeoH

SACAROSA GLUCOSA FRUCTOSA AZUCARES LIBRES

FRACCION (%) (%) (%) (%)
SS06 1,7% 11,7% 8,5% 21,9%
SS07 2,2% 14,4% 7,2% 23,7%
SS08 3,2% 20,1% 10,4% 33,6%
SS09 0,7% 3,7% 2,7% 7,1%
$510 2,2% 14,6% 7,1% 23,9%
SS11 3,6% 25,2% 11,5% 40,2%
SS12 1,5% 10,5% 4,9% 16,9%

5.2.1.5 Relevancia de la presencia en el fruto de los metabolitos fijos aislados y
consideraciones biogenéticas

Se logré determinar que la composicion de C1, C2 y C3 estd constituida principalmente
por alcoholes, ésteres, alcanos y alcanos ramificados. Todas las partes aéreas de las
plantas superiores estan cubiertas de ceras cuticulares, las cuales estan constituidas por
hidrocarburos alifaticos de cadena larga y sus derivados oxigenados incluyendo acidos
grasos, ésteres, alcanos, alcoholes, aldehidos, cetonas y compuestos ciclicos como
terpenos, cuya composicion esta directamente afectada por factores como la especie, el
6rgano y el ambiente®!. Estas son producidas por la planta, no solo con el fin de prevenir
la pérdida de agua, sino que tienen un importante papel en las interacciones planta —

812 adicionalmente, otros estudios han sugerido que la

herbivoro y/o planta insecto
presencia de cutina es un factor importante para la vida util durante el almacenamiento
de frutos como el tomate, ya que tienen un efecto directo sobre la velocidad de su

deshidratacion y el riesgo de ataque microbiano®?.

Kosma y colaboradores®? reportaron que la cutina en un fruto como el tomate (Solanum
lycopersicum), esta principalmente constituido por un mezcla de alcanos, triterpenoides,
esteroles y alcanos ramificados. Szafranek y Synak®™® reportan la presencia de n-alcanos,
ademas de 2 o 3 metil alcanos, conformados principalmente por cadenas de 23 a 34
atomos de carbono en las hojas de papa (Solanum tuberosum), siendo los mas abundantes
entre los n-alcanos el n-hentriacontano, 2-metiltriacontano, n-nonacosano y el n-
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heptacosano; adicionalmente se reporta la presencia de alcoholes, cetonas y aldehidos,
acidos grasos y ésteres. Se confirma entonces la posibilidad de la existencia de éste tipo
de compuestos en los tres moroftipos de cocona, esto teniendo en cuenta que fueron
aislados a partir del epicarpio de uno de los morfotipos.

Por otro lado se logrd aislar compuestos de origen fendlico. Los metabolitos fendlicos
estan constituidos por un diverso grupo de compuestos, entre los cuales es posible
destacar los fenoles simples, los acidos fendlicos, las acetofenonas, los dcidos cindmicos y
sus derivados, cumarinas, flavonoides, quinonas, lignanos, taninos, entre otros®.

Por su parte, los compuestos determinados en C4 son acidos cindmicos, pertenecientes al
grupo de los fenilpropanoides®*, los cuales al igual que los aminoacidos aromaticos y los
acidos benzdicos provienen de la ruta metabdlica del acido shikimico; siendo sus
precursores la L-fenilalanina y la L-tirosina, los que, dentro del material vegetal sufren la
eliminacién de amoniaco de la cadena lateral, produciendo el acido cinamico y acido p-
cumarico respectivamente® (llustracion 5-19). Los acidos p-cumarico y p-dihidrocumarico
han sido previamente aislados a partir de diversas especies vegetales, no solo en forma

libre, sino también esterificados con otros 4cidos o aztcares (glicosidados)®42°.

Su presencia se ha reportado en todas las partes de frutas y vegetales; sin embargo su
concentracion es mayor en la periferia de las frutas maduras, y disminuye con el proceso
de maduracién y senescencia 3. El periodo de almacenamiento induce la hidrdlisis de
derivados hidroxicinamicos en acidos libres, y éstos posteriormente pueden generar
vinilfenoles, cuyo aroma es caracteristico de la senecesencia avanzada de frutas como la

naranja (Citrus spp.)®*.
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llustracion 5-19. Ruta biogenética acidos p-cumaricoy dihidro-p-cumarico

El compuesto C5 (naringenina), se clasifica dentro del grupo de los flavonoides,
especificamente del tipo flavanona debido a la presencia del anillo C y el patron de
oxigenacion del anillo B¥. Su biogénesis ha sido considerada mixta debido a que el anillo A
proviene de la ruta del dcido acético, mientras que el anillo B proviene de la ruta del dcido
shikimico, lo cual explica satisfactoriamente su patrén de oxigenacién’*.

Especificamente, la naringenina, al igual que otros compuestos de tipo flavonoide, se ha
considerado producto de una unidad iniciadora de cinnamoil-CoA, que posteriormente
sufre una extensién de cadena con tres unidades de Malonil-CoA, generando un
policétido, que, segun la naturaleza de la enzima responsable puede ser objeto o de un
rearreglo aldélico o tipo Claisen®. Especificamente el rearreglo de Claisen da lugar a la
formacién de chalconas, las cuales, se consideran precursores de buena parte de los
flavonoides presentes en el reino vegetal; por ejemplo de la naringenina, formada debido
a un ataque nucleofilico tipo Michael del grupo fenol a la cetona a,B-insaturada
(Hlustracién 5-20)%°. Posteriormente las flavanonas, pueden sufrir diversas variaciones en
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su esqueleto basico, dando lugar a la formacién de flavonas, flavonoles, antocianidinas y
catequinas®.

Diversos autores han considerado a los flavonoides como el mayor ingrediente
nutraceltico en las plantas®, no solo por el impresionante niimero de estructuras
reportadas dentro de éste grupo, sino que debido a su cardcter fendlico estos pueden
actuar como potentes antioxidantes y quelates de metales, adicionalmente algunos de
ellos han sido reportados efectivos en la prevencion de algunos tipos de cancer y las
enfermedades cardiovasculares %%, Es importante aclarar que el término nutracedtico se
refiere a aquel alimento, o parte del alimento que proporciona beneficios a la salud del
consumidor, incluyendo la prevencién y el tratamiento de alguna enfermedad, por lo cual
el interés sobre este tipo de alimentos se ha venido incrementando exponencialmente
durante los Gltimos afios®®.

OH SCoA OH
Extension de cadena
0P NF HSCoA  oF NF Hiension e adea oy . SCoA
3 x Malonil CoA 0 |
le} o}

Acido p-cumarico

Chalcona - sintasa

OH
HO o} O HO OH O
_ \7|
= -
I

OH O OHg

Naringenina Naringenin - chalcona

l Claisen

OH

llustracién 5-20. Ruta biogenética de la naringenina

No por nada se encuentra que los flavonoides son cualitativa y cuantitativamente uno de
los grupos de productos naturales mds ampliamente estudiados. Se caracterizan
adicionalmente, no solo por ser pigmentos, sino también por sus particulares propiedades
electrénicas, que aparentemente no solo estan relacionadas con la captura vy
transferencia de energia, sino también con procesos de bioselectividad®’.
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Particularmente, las frutas citricas y sus derivados han sido consideradas entre las
principales fuentes de flavanonas; otras fuentes de menor relevancia se encuentran
almendras, achiotes y tomates, lo cual demuestra que estas se encuentran distribuidas en
diferentes familias de angioespermas, incluyendo la Solanaceae. Especificamente la
naringenina se ha identificado en frutas como naranja, uva y tomate84, y se ha sugerido
como potencial antioxidante, anti — inflamatorio y regulador del metabolismo de grasas ’”.

5.2.2 Estudio de metabolitos voldtiles en la madurez fisiologica del fruto

El aroma de las frutas en su punto de madurez es propio de cada una de ellas, y
probablemente representa el aspecto mas complejo y especifico para cada especie en el
proceso de maduracidn, junto a los cambios de color, ya que ambos son determinantes en
la atraccion de frugivoros que aseguran la dispersion de semillas en su estado dptimo para
la reproduccion de la especie. Cada una de ellas, y aun mas especificamente cada
variedad, es caracterizada por un perfil de aroma Unico, constituido por cientos de
compuestos volatiles, que se distribuyen en diferentes grupos funcionales como alcoholes,
aldehidos, cetonas, esteres, terpenos, furanos, fendlicos y azufrados. Las vias metabdlicas
por las cuales se da ésta formacién de compuestos volatiles es diversa, y aun no muy bien
comprendida, a pesar del increible progreso de la ciencia durante los ultimos afios que ha
permitido la identificacidon no solo de éstos compuestos, sino aun mas alla de los genes y
enzimas involucrados en la biogénesis de éstos>>.

Los compuestos volatiles presentes en matrices vegetales son resultado de diferentes
reacciones dadas ya sea por actividad enzimatica, el rompimiento celular durante la
preparacién de la muestra o bien formarse durante el calentamiento de sus precursores
no volatiles®. Su obtencion a partir de matrices vegetales puede llevarse a cabo bajo
diferentes métodos, entre los cuales se encuentran técnicas de extraccion en matrices
adsorbentes como la extraccidn en fase sélida y la microextraccion en fase sélida, la
extraccion con fluido super critico, la extraccién liquido — liquido, asi como la
procedimientos basados en la destilacion analitica como el “headspace” dinamico vy
estatico®.

Uno de los métodos mas ampliamente utilizados es el de arrastre por vapor, el cual
permite la obtencidn del aceite esencial del material vegetal. El aceite esencial es definido
como un producto de composicién compleja que comprende los principios volatiles de la
planta y otros modificados durante el proceso de extraccion’®.  El principio béasico del
proceso se fundamenta en una destilacién entre dos liquidos heterogéneos, el agua y el
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aceite esencial, que se da gracias a que el aumento en la presién de vapor permite la
disminucion del punto de ebullicién normal del aceite esencial. El vapor es generado en un
calderin a parte del recipiente que contiene una cama del material vegetal; a través de
ésta, el vapor es forzado a pasar, llegando a un intercambiador de calor que condensa los
dos liquidos inmiscibles, que son facilmente separables debido a la formacion de fases

cuando se colectan al final de la linea sobre un tubo en U%%°,

Otra de las técnicas usadas en matrices vegetales es la llamada destilaciéon — extraccién
simultdnea con solvente (DES), conocido también como el método de Lickens -
Nickerson®®; en el cual la muestra es calentada en un balén con agua destilada, mientras el
solvente es calentado en otro baldn, permitiendo que los vapores de agua y solvente
organico se encuentren en el cuerpo del equipo de extraccién. Los analitos volatiles son
removidos de la matriz por el vapor de agua, y transferidos a la fase organica en el
momento que los dos liquidos condensan en el intercambiador de calor. Ambos, agua y
solvente son colectados en el cuerpo del aparato de extraccién posterior a su
condensacion, el cual permite después de la separacion de fases, que cada uno de ellos
regrese a su respectivo contenedor, lo cual, genera un reflujo constante.

Sin embargo, la busqueda por métodos mas simples y eficientes llevod al descubrimiento
de la microextraccién en fase soélida (SPME), que solo requiere de la exposiciéon de una
fibra al espacio de cabeza de la muestra por un periodo de tiempo dado, seguido por la
inmediata desorciéon térmica de los analitos en el puerto de inyeccién en el CG. Esta
técnica es considerada por diversos autores como la mejor alternativa para el analisis de
fragancias y aromas, y especialmente Util para el andlisis de muestras en las cuales la
concentracién de metabolitos volatiles es baja®.

Los cromatogramas obtenidos como corriente iénica reconstruida de las extracciones
mediante DES y SPME de metabolitos volatiles de los tres morfotipos evaluados se
muestran en el Anexo A8. A partir del andlisis de éstas fue posible establecer que el
morfotipo ovalado presenta como metabolitos volatiles mayoritarios n-1-nonadecanol,
salicilato de metilo y elacido n-hexadecandico, el morfotipo redondo pequefio eicosanoy
tolueno y el morfotipo redondo grande butanoato de etilo, salicilato de metilo, acido n-
hexadecandico y octanoato de etilo. Los metabolitos volatiles determinados en cada uno
de los morfotipos se muestra en la Tabla 5-8. Es de resaltar que la mayoria de éstos han

sido reportados previamente para coconal®® 2223 4

9

y otros frutos de solandceas como el
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independientemente del método de extraccion se caracteriza por mostrar la mayor

cantidad de compuestos volatiles.

Tabla 5-8. Concentracion relativa volatiles determinados en los morfotipos ovalado (1), redondo pequefio (2) y redondo
grande (3), donde la X denota la presencia en cada morfotipo. Kl (indice de Kovats) y KI* (indice de Kovats reportado en la
litratura para columna DB-5 y equivalentes

DES MEFS
Kl KI*  ASIGNACION PROBLABLE 1 2 3 1 2 3
717 714 propionato de etilo 0.72 3.37 1.8
719 720 acetato de n-propilo 0.53 4.65
729 726 metil-ciclohexano 7.19
730 730 1,1-dietoxi-etano 4.19 10.51
732 729 2,A4-dimetil-hexano 0.29
736 733 etil-ciclopentano 0.65
739 743 3-metil-1-hepteno 0.32
755 760 2-metil-heptano 0.47
761 762 tolueno 0.99 1.11 72.93 1 1.55 2.11
910 906 heptanal 0.35
913 911 (2)-2-noneno 0.29
1019 1026 1-metil-4-(1-metiletil)-benceno 1.2 3.85
1024 1026 5-isopropenil-1-metil-1-ciclohexeno 0.68 1.8
1029 1030 1,3,3+4rimetil-2-oxabiciclo[2.2.2.]Joctano 1.15
1042 1043 2-fenilacetaldehido 0.56
1053 1056 5-etildihidro-2(3H)-furanona 0.28
1058 1059 1-metil-4-(1-metiletil)1,4ciclohexadieno 0.45
1073 1074 cis-2-(tetrahidro-5-metil-5-vinilfuran-2-il)-propan-2-ol 0.44 0.32
1089 1088 trans-2-(tetrahidro-5-metil-5-vinilfuran-2-il)-propan-2-ol 0.35
1095 1100 propionato (Z)-3-hexenilo 0.44 1.12
1098 1098 2,6-dimetil-2,7-octadien-6-ol 3.18 1.24 1.18
1103 1101 (E)-2,6-dimetil-1,3,7-octatrien-6-ol 0.88 0.65
1173 1171 Acido benzéico 0.28
1178 1079 Acido octandico 0.78
1183 1174 benzoato de etilo 2.35 2.7 0.42 5.17 0.98
1191 1193 (E)-2-hexenil butirato 1.54 3.91 2.42
1196 1194 butirato de hexilo 1.83 8.17 1.94
1201 1202 octanoato deetilo 2.81 1.3 0.99 10.87 1.69
1206 1207 2-(4-metilciclohex-3-enil)-propan-2-ol 1.32 0.34
1212 1206 salicilato de metilo 2.03 1.77 119 36.33 6.91
1277 1266 5-butildihidro-2(3H)-furanona 2.99 2.6
1291 1291 tridecano 3.26
1374 1380 Acido n-decanoico 0.83
1403 1397 decanoato de etilo 4.72 0.69 1.17 3.24
1418 1420 (Z)-3,4-Dimetoxi-1-propenilbenzeno 0.29
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DES MEFS
Kl KI*  ASIGNACION PROBLABLE 1 2 3 1 2 3
1421 1420 4-hidroxi-3-metoxibenzaldehido 0.32
1462 1462 3-metil tetradecano 0.68
1467 1463 2-metoxi4-((E)-1-propenil)-fenol 3.18
1469 1467 2-metil tetradecano 0.38
1499 1500 pentadecano 0.36
1505 1500 (E)-3,4-dimetoxi-1propenilbenzeno 0.61
1552 1557 4-metil-pentadecano 0.36
1564 1564 (E)-3,7,11-trimetil-1,6,10-dodecatrien-3-ol 0.33
1576 1583 benzoato (E)-2-hexenilo 0.46
1580 1576 benzoato de hexilo 0.28
1584 1593 dodecanoato deetilo 2.11 0.61 0.13
1673 1973 3-metil hexadecano 2.13
1674 1683 6-metil-2-(3-metil-3-ciclohexen-1-il)-5-hepten-2-ol 1.33 2.71
1681 1679 8-heptadecano 0.59
1692 1681 6-heptiltetrahidro-2H-piran-2-ona 0.27
1710 1708 (E)-2-heptadeceno 2.17
1717 1721 (Z)-2-heptadeceno 0.41
1721 1720 Acido tetradecandico 1.14 1.05
1743 1739 benzoato de bencilo 0.94 0.76
1746 1745 7-metil heptadecano 4.43
1750 1747 6-metil heptadecano 0.94
1824 1821 bencil-2-hidroxibenzoato 0.25 0.27
1827 1829 3,17-dimetil heptadecano 0.17
1842 1846 isopentil ododecanoato 1.72
1847 1851 3,4-dimetil heptadecano 0.21
1869 1864 2-metilocatdecano 1.99
1873 1878 Acido pentadecanoico 27.05 24.06 0.46
1878 1873 3-metil octadecano 0.54
1961 1964 4-metilnonadecano 0.84
1964 1966 2-metilnoandecano 0.25
1973 1977 9-hexadecenoato de etilo 0.18
1994 2000 eicosano 0.23
2067 2064 2-metil eicosano 0.78 4.69
2070 2065 3-metil eicosano 0.37

Continuacion Tabla 5-8. Concentracion relativa volatiles determinados en los morfotipos ovalado (1), redondo
pequefio (2) y redondo grande (3), donde la X denota la presencia en cada morfotipo. Kl (indice de Kovats) y
KI* (indice de Kovats reportado en la litratura para columna DB-5 y equivalentes
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Se encontrd que el propionato de etilo, tolueno, benzoato de etilo, butirato de 2-hexenilo,
butirato de hexilo, octanoato de etilo y salicilato de metilo, son compuestos mayoritarios
y comunes a los tres morfotipos, sin embargo su concentracién relativa dentro de cada
extraccion no supera el 5%, excepto en el caso del salicilato de metilo, el cual se
caracterizé como compuesto mayoritario en los tres morfotipos al usar como método de
extraccion SPME (12% para el morfotipo ovaldo, 33% para el redondo grande y 7% para el
redondo pequefio).

Por otro lado la extraccidn DES, permitié la determinacidn de acido pentadecandico en los
morfotipos ovalado y redondo grande en una concentracion relativa del 27% y el 24%,
respectivamente, sin embargo, éste no fue detectado entre los compuestos volatiles del
morfotipo redondo pequefio, aun al usar SPME como método de extraccion. Este
comportamiento probablemente se deba al efecto de la temperatura de la muestra
durante la extraccidn de volatiles libres*.

El andlisis de volatiles extraidos por arrastre de vapor realizado por Marx y
colaboradores®® sobre un morfotipo de cocona no especificado procedente del Brasil,
mostrd la presencia de safrol, dcido palmitico, salicilato de metilo y 1-dodecanol; por su
parte Morales y Duque>?, reportan la presencia de salicilato de metilo como el compuesto
mds abundante en el extracto glicosidico del morfotipo redondo pequeiio; mientras que
Quijano y Pino®® destacan la presencia de linalool, (2)-3-Hexenol y a-terpineol, los cuales
son compuestos comunmente reportados en frutos del género Solanum, y la de lactonas y
compuestos fendlicos como el acido benzéico, cuya concentracion varia dependiendo del
estado de madurez del fruto. Como se observa, todos estos reportes concuerdan con el
tipo de metablitos voldtiles extraidos de cocona en el presente trabajo, sin embargo,
ninguno de éstos lo habia usado como estrategia de diferenciacién quimica entre
morfotipos cultivados.

5.2.3 Estudio comparativo de los metabolitos fijos aislados y volatiles
determinados

La metabolémica considerada como el estudio de la mayor cantidad de metabolitos
posible en un sistema dado, ha emergido como una importante herramienta para
diferentes disciplinas como el descubrimiento de nuevos farmacos, la fisiologia vegetal, la
medicina y la nutricién. En la ciencia de los alimentos, ésta ha sido considerada como una
herramienta para el control de la calidad, el procesamiento y la inocuidad de materias
primas y productos. Los estudios metabolémicos pueden ser clasificados como
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discriminantes, informativos o predictivos. Los discriminantes se basan en el analisis
multivariable de los datos, con el fin de lograr la clasificacion entre poblaciones de
muestras; los informativos se centran en la determinacion de metabolitos, en el desarrollo
de base de datos; los predictivos se basan en modelos estadisticos que permiten la
prediccién en el perfil y la abundancia metabdlica que por otros medios seria dificil de
cuantificar’.

5.2.3.1 Metabolitos fijos

El estudio fitoquimico comparativo llevado a cabo mediante HPLC-DAD (Anexo AS8),
realizado con el fin de establecer la presencia o ausencia de los metabolitos asilados en el
epicarpio y el mesocarpio de cada uno de los morfotipos evaluados. El perfil obtenido
para C4 (ver anexo A7.9), reveld la presencia de dos picos mayoritarios (tg = 33.8 miny
35.4 min), entre los cuales el primero mostré una mayor altura de pico que el segundo, lo
cual permite determinarlo como el correspondiente al dcido p-cumarico, ya que éste a
diferencia del dihidro-p-cumarico posee un mayor nimero de croméforos y un sistema
conjugado de dobles enlaces quele hace susceptible a mayores cambios en los valores de
absorbancia. El perfil obtenido para C5, muestra un solo pico, lo cual se considera un
indicio de la presencia de un solo enantiémero (tg = 44.2 min) (ver anexo A6.7); sin
embargo tal afirmacion podria hacerse unicamente al realizar la separacion en una fase
estacionaria que asegure laseparacién de los dos enantiémeros (HPLC quiral).

Se logro establecer la presencia de acido p-cumarico, dihidro-p-cumarico y naringenina en
el epicarpio de los tres morfotipos evaluados, mientras que ninguno de los metabolitos
asilados se encuentra en los extractos obtenidos a partir del mesocarpio de cada uno de
los tres morfotipos objeto de estudio (llustracién 5-21). Es de resaltar que diversos
estudios han coincidido con que la cantidad de compuestos fendlicos y entre éstos los de
tipo flavonoide se encuentran en mayores concentraciones en el epicarpio de la fruta.

Por otra parte, la presencia de los compuestos fendlicos asilados Unicamente en el
epicarpio de los tres morfotipos objeto de estudio, hace pensar en la necesidad de disefar
procesos de produccion de subproductos de alto valor agregado a partir de los residuos de
procesamiento de cocona. Como antecedente es posible citar el trabajo de Benakmoum y
colaboradores’”®, guienes basado en el hecho que el contenido de carotenoides como el
licopeno y el de flavonoides es mas relevante en el epicarpio del tomate que en su pulpa,
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de tomate, con el fin de lograr la producciéon de aditivos alimentarios naturales; esto
teniendo en cuenta que a este fruto se le han sido atribuidos durante los ultimos afios la
prevencion de ciertos tipos de cdncer, propiedad causada probablemente por su elevado
contenido de antioxidantes, entre los cuales se cuentan compuestos fendlicos vy
carotenoides.

—/

llustracion 5-21. Perfiles cromatograficos obtenidos por HPLC-DAD (A = 240 nm), para los extractos etandlicos del epicarpio
y el mesocarpio de los morfotipos (1) ovalado, (2) redondo pequefioy (3) redodon grande. Los cuadrados resaltan los
tiempos de retencion del acido p-cumérico (TR = 33.8 min), acido dihidro-p-cumarico (TR = 35.4 min) y naringenina (TR =
44.2 min)
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5.2.3.2 Metabolitos volétiles

Por medio del andlisis de componentes principales, realizado sobre las areas obtenidas de
cada compuesto determinado para los tres morfotipos objeto de estudio (ver anexo
A10.1),se logrd la identificacion de cinco vectores caracteristicos, de los cuales los dos
primeros logran explicar el 27,0% y el 24,2% de la varianza total del experimento (63,3%
acumulado). Las variables con mayor peso dentro del primer componente (ver anexo
A10.1) son el 1-metil-4-(1-metil etil)-1,4-ciclohexadieno (IK = 1058), tridecano (IK =
1291),3-metil tetradecano(lK = 1462), 2-metil tetradecano (IK = 1469), pentadecano (IK =
1499), dodecanoato de etilo (IK = 1584), 3-metil hexadecano (IK = 1673), 8-heptadecano
(IK = 1681), 7-metil heptadecano (IK = 1746), 6 — metil heptadecano (IK = 1750), 3,17-
dimetil heptadecano (IK = 1827), octadecanoato de isopentil (IK = 1842), 3,4-dimetil
heptadecano (IK = 1847), 2-metil octadecano (IK = 1869), 3-metil octadecano (IK = 1878),
4-metil nonadecano (IK = 1961), 2 metil nonadecano (IK = 1964), eicosano (IK = 1994), 2-
metil eicosano (IK = 2067) y 3 —metil eicosano (IK = 2070), mientras que para el segundo
componente las variables de mayor peso son el 2-(4-metilciclohex-3-enil)-propan-2-ol (IK =
1206) y dodecanoato de etilo (IK = 1584).

Como puede observarse, los componentes principales del ensayo estan constituidos en su
mayoria por compuestos alifaticos saturados, insaturados, ésteres y alcoholes alifaticos,
gue como se habia mencionado anteriormente estan presentes en la parte mas externa
de la planta formando la denominada cutina, y cumplen funciones como la inhibicion de
la pérdida de agua vy la prevencion de ataque por parte de insectos o microorganismos %2;
los cuales, aunque no son los compuestos mayoritarios encontrados, y de hecho la
mayorias de ellos se encuentra solo en el morfotipo ovalado, son los de mayor varianza al
comparar los tres morfotipos.

Por otro lado el andlisis candnico de discriminantes, realizado teniendo en cuenta las
variables seleccionadas en el analisis de componentes principales, permitié observar que
no existen diferencias significativas entre los morfotipos ovalado (1), redondo pequefio (2)
y redondo grande (3), ya que, el valor calculado para el contraste de las funciones
discriminantes 1y 2, excede el nivel de significancia del ensayo (p > 0.05). En el grafico de
grupos combinados (ver anexo A10.2) se observa que el centroide correspondiente a los
datos del morfotipo ovalado (1) es el mdas alejado del origen, y se encuentra en un
cuadrante diferente (mostrando relacién inversa) que los centroides de grupo de los
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morfotipos redondo pequefio y redondo grande; esto posiblemente debido a la mayor
cantidad de metabolitos determinados en el morfotipo ovalado (Tabla 5-8).

Adicionalmente, al comparar la presencia / ausencia de los metabolitos volatiles
determinados, utilizando la distancia euclidiana al cuadrado con el fin de lograr una
comparacion de aglomerados jerarquicos (ver Anexo A10.3), no fue posible establecer
diferencias bien definidas entre los tres morfotipos. Esto debido a que las distancias entre
grupos se ven directamente influenciadas por el método de extraccion. El dendograma
obtenido muestra que los volatiles extraidos por la técnica de SPME de los morfotipos
redondo pequefio y redondo grande, son los que exhiben mayor similaridad, mientras que
los del morfotipo ovalado muestran la mayor diferencia con respecto a los demas grupos.
Adicionalmente se observd que la extraccion realizada sobre el morfotipo redondo
pequefio, no exhibié diferencias tan marcadas entre los resultados obtenidos, en
comparacion a la disimilaridad encontrada para los morfotipos redondo grande y ovalado.

Finalmente, al categorizar cada uno de los metabolitos volatiles determinados segun su
caracter quimico como alifdtico, aromatico, fendlico, éster alifatico, éster aromatico,
aldehido, cetona, acido carboxilico o alcohol, y hacer una comparaciéon entre los
morfotipos bajo una prueba X?(Anexo A10.4),usando como magnitud la cantidad de
metabolitos presentes en cada una de las categorias, nuevamente se encontré que no
existen diferencias significativas entre los tres morfotipos (p> 0,05); lo cual permitié inferir
gue los metabolitos volatiles de los morfotipos cultivados de cocona en el Guaviare, no
pueden ser considerados un criterio de heterogeneidad.

Entonces, dado que no se encuentran diferencias en los metabolitos volatiles de éstos tres
morfotipos, éstos no podrian ser considerados como indicador de la variabilidad
organoléptica que puede percibir el consumidor de cocona fresca o de sus subproductos.
Sin embargo solo una valoraciéon sensorial de cada uno de los morfotipos podria
determinar si la mezcla indiscriminada de éstos en los procesos de transformacion
agroindustrial es un factor que incida directamente el aroma y sabor del producto, y por
tanto en su calidad.
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6 CONCLUSIONES

Al evaluar el fruto durante su desarrollo y maduracién se encontré que los acidos
predominantes independientemente al morfotipo evaluado fueron: citrico, malico vy
succinico; el acido oxalico y el ascérbico se determinaron en menor concentracién. El
acido citrico fue el acido mayoritario durante todo el desarrollo y maduracion de la
cocona, y a diferencia de los demas acidos no es un pardmetro que contribuya a la
diferenciacion quimica entre morfotipos.

El analisis estadistico permitié observar diferencias significativas (p < 0,05) entre
morfotipos para los acidos mdlico y ascérbico y altamente significativas (p < 0,001) para
los acidos oxdlico y succinico, confirmando el reporte de diversos autores sobre las
variaciones en los parametros de acumulacion de los acidos organicos entre especies,
variedades e incluso entre cultivares.

Se encontrd la presencia de fructosa, sacarosa y glucosa como azUcares mayoritarios,
siendo éste Ultimo el de cantidad mas representativa. El nivel de sacarosa se mostrd
ascendente durante todo el periodo de desarrollo y maduracién, sus niveles son
independientes al morfotipo evaluado. Por el contrario los valores de los monosacaridos
cuantificados exhiben diferencias significativas entre morfotipos, mas especificamente
entre el redondo pequefio y el redondo grande; lo cual definitivamente debe tener un
efecto directo en el sabor caracteristico de cada uno de los morfotipos.

Se infiere que la fruta tiene un comportamiento no climatérico durante su maduracion,
cuando ésta se da mientras la fruta esta adherida a la planta, debido al comportamiento
descendente en la emisién de didxido de carbono, ascendentes para los niveles del acido
mayoritario y los de azlcares, ademas de los niveles no detectables de etileno.

La cuantificacion de carotenoides totales permitié encontrar valores medios durante el
periodo de desarrollo del fruto del morfotipo ovalado comparativamente menores a los
valores medios para los morfotipos redondo pequefio y redondo grande; confirmando el
hecho que la concentracién y la composiciéon de los carotenoides es susceptible a
diferentes factores intrinsecos y extrinsecos a la fruta.

Aunque el andlisis de varianza mostrd que el nivel de B - caroteno, carotenoides totales y
el color es indiferente al morfotipo, se encuentran diferencias en el tiempo después de la
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apertura floral para los tres casos evaluados. Se logré establecer que el comportamiento
descrito por los niveles de carotenoides totates y B - caroteno a través del tiempo de cada
morfotipo es caracteristica y que el nivel de carotenoides es maximo en el momento de
recoleccién en los morfotipos redondo pequefio y redondo grande, a diferencia del
comportamiento encontrado para el morfotipo ovalado.

Al comparar los niveles de B — caroteno en la fruta y su color en términos de *H se
encuentra que la biogénesis de carotenoides en la fruta al igual que su manifestacion en el
color de ésta tiene un comportamiento gradual durante el desarrollo y maduracién de la
fruta. Se observd una relacion significativa (p< 0.001) e indirecta entre el angulo Hue y las
demas variables evaluadas.

El andlisis de componentes principales y las comparaciones multiples entre muestreos
segln la prueba de Tukey, permitié determinar que los niveles de glucosa, fructosa y acido
oxalico en la muestra son las variables como mayor incidencia en la diferenciacién entre
morfotipos.

Se diferenciaron tres etapas de desarrollo y maduracién del fruto: la primera entre el dia
35 y el 49 DAF, durante la cual el fruto se encuentra en desarrollo, contiene un elevado
nivel de clorofilas relacionado con su elevada actividad fotosintética; la segunda, en la cual
se da el inicio de la maduracién (alrededor del dia 56) donde se encuentran los cambios
mas significativos en el color de la fruta; la tercera entre los dias 63 y 70, durante la cual se
ubica la madurez fisioldgica y sensorial del fruto, y por ende su punto éptimo de
recoleccién.

Establecido el punto adecuado de recoleccidn, a partir del extracto etandlico del epicarpio
del morfotipo ovalado de cocona se logré aislar y determinar un compuesto de tipo
flavonona y otros compuestos fendlicos (acidos hidroxicinamicos) haciendo uso de
técnicas cromatograficas y espectroscdpicas. Posteriormente haciendo uso de técnicas
cromatograficas instrumentales se logré reconocer la presencia de los dos 4cidos
cinamicosy la flavanona determinada en el epicarpio de los tres morfotipos evaluados,
ademads de la ausencia de este en los extractos de pulpa.

Se encontraron diferencias en los metabolitos volatiles mayoritarios obtenidos por
diferentes técnicas de extraccién. El salicilato de metilo fue determinado como el
metabolito volatil mas abundante y presente en los tres morfotipos al realizar el andlisis a
partir del extracto obtenido por SPME. El metabolito mds abundante al analizar el
extracto de la DES es el acido pentadecandico, aunque este no es detectado en el
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morfotipo redondo pequefio. Sin embargo, el analisis multivariable de los resultados
obtenidos en la determinacidon de metabolitos volatiles indicé que éste pardmetro no
puede ser considerado como determinante en la diferenciacién de los tres morfotipos
evaluados.

A partir de los perfiles cromatograficos de metabolitos fijos y volatiles de cada uno de los
morfotipos obtenidos por diferentes técnicas de extraccion muestra la heterogeneidad de
la composicion entre muestras. El extracto de volatiles del morfotipo ovalado exhibe un
mayor nimero de componentes en comparacion de los morfotipos pequefio y grande, lo
cual, visto junto a los perfiles cromatograficos, hace de éste el de mayor complejidad
guimica en cuanto a metabolitos fijos y volatiles se refiere.
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7 RECOMENDACIONES

Al encontrar que la concentracién de acido citrico, glucosa, fructosa, ademas del dangulo
Hue son las variables mas representativas como descriptores de los cambios de la fruta
durante su desarrollo y maduracidon, y teniendo en cuenta que en campo las variables
guimicas son dificilmente cuantificables, se hace evidente la necesidad de generar una
tabla de color para el agricultor, con el fin que este logre diferenciar el estado de
desarrollo de la fruta, comparando Unicamente este pardmetro. De esta manera se
minimizan las pérdidas de fruto por recoleccién en un periodo inadecuado, y ya dentro de
la planta de transformacion de productos agroindustriales, se lograra un producto de
mayor calidad debido a la estandarizacién del proceso de recepcién de materia prima.

Al ser los carotenoides compuestos auxiliares en el proceso de fotosintesis de la planta, se
propone para investigaciones posteriores tener aun mas rigor en la toma de muestras,
teniendo en cuenta no solo la edad del fruto, como se planteé en el presente trabajo de
investigacién, sino aun mas alld, la hora de toma de muestra, esto con el fin de lograr
encontrar correlaciones mas claras entre morfotipos.

La presencia de metabolitos fendlicos en el epicarpiode los tres morfotipos, podria
considerarse un indicador del potencial de la cocona como alimento funcional; sin
embargo, precisamente el epicarpio es considerado un material de desecho en la
agroindustria, y en el mejor de los casos estos se usan para alimentacién animal o como
combustible. Se propone entonces evaluar la posibilidad de extraer los compuestos
fendlicos presentes en esta parte de la fruta, con el fin de lograr la formulacién de un
subproducto de tipo suplemento nutracéutico, al cual se le debera evaluar su potencial
antioxidante, y el beneficio a la salud que este le pueda generar al consumidor.

Se considera necesario evaluar la concentracion de compuestos fendlicos durante las
etapas de crecimiento y desarrollo; esto con el fin de confirmar si el momento de
recoleccién planteado por el presente trabajo coincide con aquel en el cual la
concentracion de compuestos fendlicos alcanza la maxima concentraciéon. Adicionalmente
se hace notar la importancia de evaluar la cantidad de polifenoles totales y la capacidad
antioxidante de cada uno de los morfotipos con el fin de hacer un analisis mas profundo
en cuanto a la posibilidad de extraccidon de compuestos de éste tipo o la elaboracién de
complementos nutraceduticos.
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ANEXO Al. CUANTIFICACION DE METABOLITOS FIJOS DURANTE DESARROLLO Y
MADURACION. EJEMPLO Y CURVAS DE CALIBRACION
Al.1 EJEMPLODE CUANTIICACION DE LOS ACIDOS OXALICO, CiTRICO. MALICO Y
SUCCINICO. CURVAS DE CALIBRACION.

External Standard Report

Sorted By : Signal

Calib. Data Modified : Wednesday, May 04, 2011 5:00:47 PM
Multiplier : 1.0000

Dilution : 1.0000

Use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs

Signal Z: VWDl &, Wavelength=Z214 nm

FEetTims Type Area Zmt/Arsa Amcunt Grp Name

7.577 WV 17.05249 €.0082¢6e-2 1.0245¢6 A. Oxalico

9.188 BV R 2336.87378 4.01757e-1 938.85424 A. Citrico
11.04% VW R 156.83745 5.24187e-1 82.21214 A, Malico
13.68% BE 191.44594 8.34€84=e-1 159.79682 A. Succinico
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A1.2 EJEMPLO DE CUANTIFICACION DE SACAROSA, FRUCTOSA Y GLUCOSA. CURVA DE
CALIBRACION

External Standard Report

Sorted By : Signal

Calib. Data Modified : Wednesday, May 04, 2011
Multiplier : 1.0000

Dilution : 1.0000

Use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs

[4)]
=

Ad
N
[ %]

FM

Signal 1: RID1 2, Refractive Index Signal

EetTime Typs Aresa zmt/Area Amount Grp Nams

5.12494e-3
2.81221e

.T3857e-:

[ s IS
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I
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1
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o

wonoon

Fructosa
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Calibration Curves

at exp. RT: 8.829

Area 3 L Sacarosa

E ,'? RID]1 2, Refractiwve Index Signal
175000 Correlation: 0.99923
150000 3 ) Residual Std. Dev.: 2859.580942
125000_5 Formula: y = mx + b
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*#% End of Report
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A1.3 EJEMPLO DE CUANTIFICACION DE ACIDO ASCORBICO. CURVA DE CALIBRACION

External Standard Report

Sorted By : Signal

Calib. Data Modified : 10/22/2008 10:34:09 BM
Multiplier : 1.0000

Diluticn : 1.0000

Do not use Multiplier & Diluticon Factor with ISTDs

Signal 2: VWDl A, Wavelsength=243 nm
RetTime Typs Area Amt/Area Amount Grp Name

[min] AT kg [ppm]

11.406 - - - Vitamina C-

Totals : 0.00000

Area Vitamina C-2 at exp. RT: 11.40¢
VWDl A, Wavelength=243 nm
ion: 0.99387

wt

80000
70000
60000
50000
40000
30000
20000
10000 )
0 ——

Correlat
Residual Std. Dev.: T7808.16363
Formula: v = mx

ao e

Amount
Heilght

MM

vl bl b b bres b by b
+ra
=

T
500
Amount{ppm]

[=]

k&% End of Report **#%
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A1.4 EJEMPLO DE CUANTIFICACION DE B CAROTENO. CURVA DE CALIBRACION

YWD1 A Wavelength=450 nm (COCONA GUAVIARE\CAPCS1000010.D)
mal o
5_ ﬁ
44
i M~
'y )
37 =
uy
i -
1 mg | \
4 —-r | \
L= |
T !-'r II |I
21 Iﬂ' I | |
_ ||||| | [
4 w0 |I |
_ g /1| | [
14 = | r _.'II III
- ||I| IHI || I;' J 1
i [/ | 2 /
b \ = '
1 p e Az
| \ r ----\_\“I—"“‘---.,__ . ____L__,/ _ _ _\__1__.“
I S —————
————Fr————F—r—Fr——F—r—r T
0 1 2 3 4 g G mir
External Standard Report
Sorted By : Signal
Calib. Data Modified Wednesday, November 18, 200% 4:06:21 PM
Multiplier : 1.0000
Dilution : 1.0000
Use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs
Signal 1: vwDl &, Wavelength=450 nm
RetTims Type Brea imt/Area Emount Grp  Name
[min] mAU kg [ng/ul]
------- e
5.057 BB 60.38504 2.0Z2634e- 1.22360 Beta Caroteno
Totals 1.22360
v)
@]
>
[
=2
<
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Calibraticon Curves
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#*+% End of Report
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ANEXO A2. ANALISIS ESTADISTICO DE LAS VARIABLES CUANTIFICADAS DURANTE
DESARROLLO Y MADURACION DEL FRUTO

A2.1 ANALISIS DE VARIANZA DE LOS DATOS OBTENIDOS DURANTE DESARROLLO Y
MADURACIPON DE LOS TRES MORFOTIPOS

Tabla A2.1.1 Contrastes Multivariados®

Efecto Valor F Gl de la hipotesis | Gl del error | Sig.
Interseccion  Traza de Pillai 1,00 6700,214° 16,00 49,00 0,00
Lambda de Wilks 0,00| 6700,214° 16,00 49,00( 0,00
Traza de Hotelling 2187,83| 6700,214° 16,00 49,00( 0,00
Raizmayor de Roy 2187,83| 6700,214° 16,00 49,00( 0,00
MOR Traza de Pillai 1,49 9,19 32,00 100,00( 0,00
Lambda de Wilks 0,05 11,058° 32,00 98,00/ 0,00
Traza de Hotelling 8,79 13,18 32,00 96,00/ 0,00
Raizmayor de Roy 7,20 22,486° 16,00 50,00 0,00
DIA Traza de Pillai 3,53 7,92 80,00 265,00| 0,00
Lambda de Wilks 0,00 14,91 80,00 240,21| 0,00
Traza de Hotelling 53,89 31,93 80,00 237,00 0,00
Raizmayor de Roy 39,64 131,308° 16,00 53,00/ 0,00
MOR * DIA Traza de Pillai 4,32 4,12 128,00 448,00| 0,00
Lambda de Wilks 0,00 5,35 128,00 366,06 0,00
Traza de Hotelling 17,43 6,43 128,00 378,00 0,00
Raizmayor de Roy 7,62 26,671° 16,00 56,00 0,00

a. Estadistico exacto

b. El estadistico es un limite superior para la F el cual ofrece un limite inferior para el nivel de significacion.
c. Disefio: Interseccion + MOR + DIA+ MOR * DIA
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Tabla A2.1.2.Pruebas de los efectos inter-sujetos

Variable Suma de cuadrados tipo Media
Origen dependiente 11l gl cuadratica F Sig.
Modelo ASC 1,763° 15 0,12 7,19 0
corregido OXA 1031,334° 15 68,76 7162 0
CIT 16437885,844" 15 1095859,06 7,532 0
MAL 166371,346° 15 11091,42 4,925
SucC 2372507,596° 15 158167,17 10,779
CAR 2889%4,687' 15 1926,31 7,692
SAC 14762112,733° 15 984140,85 26,183
FRU 2491728,288" 15 166115,22 3,321 0
GLU 10187038,502' 15 679135,9 3,964 0
BCAR 362,376’ 15 24,16 5,35 0
L 13126,431" 15 875,1 44171 0
C 33114,559' 15 2207,64 45,921 0
H 45721,900™ 15 3048,13| 100,419 0
SST 54,736" 15 3,65 20,733 0
ATT 8,326 15 0,56 13,487 0
pH 4,413° 15 0,29 14,078 0
Interseccion ASC 8,44 1 8,44 515,959 0
OXA 3448,1 1 3448,1 359,175 0
CIT 173800000 1 173800000| 1194,434 0
MAL 3456725,12 1 3456725,12| 1534,786 0
SucC 16900389,8 1 16900389,8| 1151,78 0
CAR 128000,58 1 128000,58 511,128 0
SAC 20529868,7 1 20529868,7| 546,188 0
FRU 76956752 1 76956752| 1538,534 0
GLU 241900000 1 241900000 1412,238 0
BCAR 311,08 1 311,08 68,891 0
L 209086,13 1 209086,13| 10553,842 0
190257,58 1 190257,58| 3957,57 0
H 569560,69 1 569560,69| 18763,798 0
SST 2250,75 1 2250,75| 12788,344 0
ATT 122,69 1 122,69| 2980,992 0
pH 1018,68 1 1018,68| 48740,005 0
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Variable Suma de cuadrados tipo Media
Origen dependiente 11l gl cuadratica F Sig.
MOR ASC 0,2 2 0,1 6,068| 0,004
OXA 377,71 2 188,85 19,672 0
CIT 494941,16 2 247470,58 1,701] 0,191
MAL 27986,86 2 13993,43 6,213| 0,003
SucC 135256,48 2 67628,24 4,609( 0,013
CAR 7470,92 2 3735,46 14,916 0
SAC 191388,12 2 95694,06 2,546| 0,086
FRU 580762,57 2 290381,29 5,805| 0,005
GLU 2757730,73 2 1378865,37 8,049| 0,001
BCAR 222,45 2 111,23 24,631 0
L 131,1 2 65,55 3,309| 0,043
176,61 2 88,31 1,837( 0,168
H 1209,29 2 604,65 19,92 0
SST 6,65 2 3,32 18,883 0
ATT 0,11 2 0,05 1,306 0,278
pH 1,89 2 0,94 45147 0
DIA ASC 0,97 5 0,19 11,81 0
OXA 294,98 5 59 6,145 0
CIT 128267249 5 2565344,97 17,633 0
MAL 118207,54 5 23641,51 10,497 0
SucC 1249108,39 5 249821,68 17,026 0
CAR 10047,01 5 2009,4 8,024 0
SAC 12561032,2 5 2512206,45 66,836 0
FRU 397314,47 5 79462,89 1,589 0,176
GLU 1984597,52 5 396919,5 2,317| 0,054
BCAR 61,79 5 12,36 2,737| 0,027
L 11092,8 5 2218,56 111,984 0
C 29825,94 5 5965,19 124,083 0
H 41998,38 5 8399,68| 276,722 0
SST 23,09 5 4,62 26,24 0
ATT 5,65 5 1,13 27,435 0
pH 2,69 5 0,54 25,764 0
MOR * DIA ASC 0,54 8 0,07 4,152 0
OXA 233,89 8 29,24 3,045| 0,006
CIT 3133196,48 8 391649,56 2,692| 0,013
MAL 29376,7 8 3672,09 1,63| 0,134
SucC 1024821,24 8 128102,66 8,73 0
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Variable Suma de cuadrados tipo Media
Origen dependiente 11l gl cuadratica _ F Sig.
CAR 10316,53 8 1289,57 5,149 0
SAC 1767327,62 8 220915,95 5,877 0
FRU 1440721,99 8 180090,25 3,6( 0,002
GLU 5323017,31 8 665377,16 3,884| 0,001
BCAR 78,76 8 9,85 2,18( 0,041
L 1942,81 8 242,85 12,258 0
C 3060,15 8 382,52 7,957 0
H 1497,91 8 187,24 6,168 0
SST 19,8 8 2,47 14,059 0
ATT 2,48 8 0,31 7,53 0
pH 0,3 8 0,04 1,804 0,093
Error ASC 1,05 64 0,02
OXA 6144 64 9,6
CIT 9311047,74 64 145485,12
MAL 14414418 64 2252,25
sucC 939089,64 64 14673,28
CAR 16027,38 64 250,43
SAC 2405605,32 64 37587,58
FRU 3201249,08 64 50019,52
GLU 109635438 64 171305,37
BCAR 289 64 4,52
L 1267,93 64 19,81
3076,76 64 48,07
194267 64 30,35
SST 11,26 64 0,18
ATT 2,63 64 0,04
pH 1,34 64 0,02
Total ASC 11,76 80
OXA 5318,73 80
CIT 221600000 80
MAL 3839845,07 80
SucC 20643218,5 80
CAR 176959,47 80
SAC 40375190,2 80
FRU 88491762,7 80
GLU 282100000 80
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Variable Suma de cuadrados tipo Media
Origen dependiente 11l gl cuadratica F Sig.

BCAR 1004,08 80
L 242172,19 80
249408,76 80
H 634603,47 80
SST 249591 80
ATT 148,32 80
pH 1068,36 80
Total corregida  ASC 2,81 79
OXA 1645,74 79
CIT 25748933,6 79
MAL 310515,52 79
sucC 3311597,24 79
CAR 4492206 79
SAC 17167718,1 79
FRU 5692977,37 79
GLU 21150582,3 79
BCAR 651,38 79
L 14394,36 79
C 36191,32 79
H 47664,57 79
SST 66 79
ATT 10,96 79
pH 5,75 79

a. R cuadrado =,628 (R cuadrado corregida =,540)
b. R cuadrado =,627 (R cuadrado corregida = ,539)
c. R cuadrado =,638 (R cuadrado corregida = ,554)
d. R cuadrado = ,536 (R cuadrado corregida = ,427)
e. R cuadrado =,716 (R cuadrado corregida = ,650)
f. R cuadrado = ,643 (R cuadrado corregida = ,560)
g. R cuadrado =,860 (R cuadrado corregida = ,827)
h. R cuadrado = ,438 (R cuadrado corregida = ,306)
i. R cuadrado =,482 (R cuadrado corregida = ,360)
j. R cuadrado =,556 (R cuadrado corregida = ,452)
k. R cuadrado =,912 (R cuadrado corregida = ,891)
I. R cuadrado =,915 (R cuadrado corregida = ,895)
m. R cuadrado =,959 (R cuadrado corregida = ,950)
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n. R cuadrado =,829 (R cuadrado corregida =,789)
0. R cuadrado =,760 (R cuadrado corregida =,703)
p. R cuadrado =,767 (R cuadrado corregida =,713)

Tabla A2.1.3 Comparaciones muiltiples / DHS de Tukey por Morfotipo

Variable Diferencia de Error Limli?:ervalo de conflanza 95%
dependiente (hMOR  (J)MOR medias (I-J) tip. Sig. | inferior Limite superior
ASC 1,00 2,00 -0,08 0,03 0,08 -0,16 0,01
3,00 -13573 0,03| 0,00 -0,22 -0,05
2,00 1,00 0,08 0,03 0,08 -0,01 0,16
3,00 -0,06 0,04 0,24 -0,15 0,03
3,00 1,00 13573 0,03| 0,00 0,05 0,22
2,00 0,06 0,04| 0,24 -0,03 0,15
OXA 1,00 2,00 -5,92318 0,84| 0,00 -7,94 -3,91
3,00 -3,87509 0,84| 0,00 -5,89 -1,86
2,00 1,00 5,92318 0,84 0,00 3,91 7,94
3,00 2,05 0,88| 0,06 -0,05 4,15
3,00 1,00 3,87509 0,84 0,00 1,86 5,89
2,00 -2,05 0,88| 0,06 -4,15 0,05
CIT 1,00 2,00 18,88 103,29/ 0,98| -228,96 266,71
3,00 -157,33| 103,29|0,29| -405,17 90,51
2,00 1,00 -18,88( 103,29( 0,98 -266,71 228,96
3,00 -176,21| 107,88 0,24| -435,06 82,65
3,00 1,00 157,33| 103,29(0,29| -90,51 405,17
2,00 176,21| 107,88/ 0,24| -82,65 435,06
MAL 1,00 2,00 -37,03462°| 12,85(0,02| -67,87 -6,20
3,00 -19,04( 12,85(/0,31| -49,88 11,79
2,00 1,00 37,03462 12,85( 0,02 6,20 67,87
3,00 17,99 13,42|0,38| -14,22 50,20
3,00 1,00 19,04 12,85(0,31| -11,79 49,88
2,00 -17,99( 13,42(0,38( -50,20 14,22
SucC 1,00 2,00 -44,47| 32,80/ 0,37 -123,18 34,24
3,00 -84,76187 | 32,80/ 0,03| -163,47 -6,05
2,00 1,00 44 47| 32,80(0,37| -34,24 123,18
3,00 -40,29( 34,26(0,47| -122,50 41,91
3,00 1,00 84,76187 | 32,80| 0,03 6,05 163,47
2,00 40,29| 34,26|047| -41,91 122,50
CAR 1,00 2,00 -21,73028 4,291 0,00| -32,01 -11,45
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Variable

Diferencia de

Error

Intervalo de confianza 95%

dependiente  (IMOR (JMOR |  medias (I-J) tip. | Sig.| inferir Linito superior
3,00 2090087 4,201 0,00] 31,19 7063
200 1,00 2173028 | 429|000 11,45 32,01
3,00 082| 448/098| 992 11,56
300 1,00 5000987 | 429[0,00] 10,63 3719
2,00 082 448|098| -1156 9,02
SAC 700 2,00 17834863 | 52,50|0,00] 30432 5337
3,00 81,56| 5250|027 207,54 44,41
200 1,00 17834863 | 52,50 0,00| 5237 304,32
3,00 96.78| 5484|019 -3479 228 36
300 1,00 8T56] 52,50[ 027 4441 50754
2,00 -96,78| 54,84/ 019 -22836 34,79
FRU 700 2,00 5603 60,56(0,90] -118,39 1725
3,00 18129847 | 60,56|0,01| -32662 35,98
200 1,00 26.93| 60,56| 0,90 17225 118,39
3,00 20822894 | 63,26|0,01| -360,01 56,45
300 1,00 18129847 | 6056001 3598 326,62
2,00 20822894 | 6326|001| 5645 360,01
GLu 700 2,00 14789 112,08| 039 121,04 476,82
3,00 -320,30616 | 112,08|0,02| -589,24 51,37
200 1,00 147,89] 112,08] 039 416,82 121,04
3,00 -468,19430'| 117,07|0,00| -749,09 187,30
300 1,00 32030676 | 112,08| 002 5137 58924
2,00 468,19430°| 117,07| 0,00| 187,30 749,09
BCAR T00 2,00 50867 058[000] 071 347
3,00 21237 058|000 -351 0,74
200 1,00 2.0887| 058[0,00] 347 071
3,00 42125|  060[000| -566 277
300 1,00 51237 058[000] 074 351
2,00 42125| 060[000| 277 5,66
C 700 2,00 075 121[081] 2.4 365
3,00 86| 121|028 -475 1,04
200 1,00 075| 121]081| 365 214
3,00 261 126|010 -563 0,41
300 1,00 T86]  121(028] 1,04 75
2,00 261 126/0,10| -041 5,63
c 700 2,00 03] 188|085 553 348
3,00 400 188|009 -850 0,51
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Variable Diferencia de Error Limli?:ervalo de conflanza 95%
dependiente (DMOR  (J)MOR medias (I-J) tip. Sig. | inferior Limite superior
2,00 1,00 1,03 1,88( 0,85 -3,48 5,53
3,00 -2,97 1,96| 0,29 -7,68 1,74
3,00 1,00 4,00 1,88| 0,09 -0,51 8,50
2,00 2,97 1,96| 0,29 -1,74 7,68
H 1,00 2,00 12,5592 1,49( 0,00 8,98 16,14
3,00 3,6240 1,49( 0,05 0,04 7,20
2,00 1,00 -12,5592 1,49(0,00( -16,14 -8,98
3,00 -8,9352 1,66| 0,00 -12,67 -5,20
3,00 1,00 -3,6240 1,49| 0,05 -7,20 -0,04
2,00 8,9352 1,56 0,00 5,20 12,67
SST 1,00 2,00 - 471 0,11] 0,00 -0,74 -0,20
3,00 -931 0,11 0,00 -1,20 -0,66
2,00 1,00 AT 0,11/ 0,00 0,20 0,74
3,00 -,460 0,12| 0,00 -0,75 -0,18
3,00 1,00 931 0,11] 0,00 0,66 1,20
2,00 460 0,12] 0,00 0,18 0,75
ATT 1,00 2,00 -0,04 0,05/ 0,78 -0,17 0,10
3,00 -0,12 0,05/ 0,08 -0,25 0,01
2,00 1,00 0,04 0,05 0,78 -0,10 0,17
3,00 -0,08 0,06| 0,32 -0,22 0,05
3,00 1,00 0,12 0,05| 0,08 -0,01 0,25
2,00 0,08 0,06| 0,32 -0,05 0,22
pH 1,00 2,00 -,29441 0,04| 0,00 -0,39 -0,20
3,00 -0,02 0,04| 0,91 -0,11 0,08
2,00 1,00 ,29441 0,04| 0,00 0,20 0,39
3,00 27812 0,04| 0,00 0,18 0,38
3,00 1,00 0,02 0,04| 0,91 -0,08 0,11
2,00 -,27812 0,04| 0,00 -0,38 -0,18

Basadas en las medias observadas.

El término de error es la media cuadratica(Error) =,021.

Tabla A2.1.3 Comparaciones multiples / DHS de Tukey por tiempo (dias DAF)

Intervalo de confianza 95%

Variable . . Diferencia de medias | Error Limite Limite
dependiente ()DIA  (J)DIA (I-J) tip. Sig. inferior superior
ASC 35,00 42,00 0,01 0,07] 1,00 -0,18 0,21
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Intervalo de confianza 95%

Variable ) ) Diferencia de medias | Error Limite Limite
dependiente (hDIA  (J)DIA (I-J) tip. Sig. inferior superior
49,00 -0,01 0,07 1,00 -0,20 0,19
56,00 -,20136 0,07 0,04 -0,40 -0,01
63,00 -0,14 0,07 0,28 -0,34 0,05
70,00 -27977 0,07 0,00 -0,47 -0,09
42,00 35,00 -0,01 0,07 1,00 -0,21 0,18
49,00 -0,02 0,05( 1,00 -0,16 0,12
56,00 -,21507 0,05( 0,00 -0,35 -0,08
63,00 -15515 0,05( 0,02 -0,29 -0,02
70,00 -,29349 0,05( 0,00 -0,43 -0,16
49,00 35,00 0,01 0,07 1,00 -0,19 0,20
42,00 0,02 0,05( 1,00 -0,12 0,16
56,00 -19517 0,05( 0,00 -0,33 -0,06
63,00 -0,14 0,05 0,06 -0,27 0,00
70,00 -27359 0,05( 0,00 -0,41 -0,14
56,00 35,00 20136 0,07 0,04 0,01 0,40
42,00 21507 0,05( 0,00 0,08 0,35
49,00 19517 0,05( 0,00 0,06 0,33
63,00 0,06 0,05( 0,79 -0,08 0,20
70,00 -0,08 0,05( 0,55 -0,22 0,06
63,00 35,00 0,14 0,07( 0,28 -0,05 0,34
42,00 15515 0,05( 0,02 0,02 0,29
49,00 0,14 0,05( 0,06 0,00 0,27
56,00 -0,06 0,05( 0,79 -0,20 0,08
70,00 -,13834 0,05( 0,05 -0,28 0,00
70,00 35,00 27977 0,07 0,00 0,09 0,47
42,00 29349 0,05( 0,00 0,16 0,43
49,00 27359 0,05( 0,00 0,14 0,41
56,00 0,08 0,05( 0,55 -0,06 0,22
63,00 13834 0,05( 0,05 0,00 0,28
OXA 35,00 42,00 -7,39934 1,60{ 0,00 -12,10 -2,70
49,00 -7,28580 1,60| 0,00 -11,99 -2,59
56,00 -7,34172° 1,60| 0,00 -12,04 -2,64
63,00 -3,20 1,60| 0,35 -7,90 1,50
70,00 -3,94 1,60| 0,15 -8,64 0,76
42,00 35,00 7,39934 1,60| 0,00 2,70 12,10
49,00 0,11 1,13| 1,00 -3,21 3,44
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Intervalo de confianza 95%

Variable . ) Diferencia de medias | Error Limite Limite
dependiente (hDIA  (J)DIA (I-J) tip. Sig. inferior superior
56,00 0,06 1,13] 1,00 -3,27 3,38
63,00 4,19639 1,13] 0,01 0,87 7,52
70,00 3,46113 1,13]| 0,04 0,14 6,78
49,00 35,00 7,28580 1,60{ 0,00 2,59 11,99
42,00 -0,11 1,13| 1,00 -3,44 3,21
56,00 -0,06 1,13| 1,00 -3,38 3,27
63,00 4,08284 1,13] 0,01 0,76 741
70,00 3,34758 1,13| 0,05 0,02 6,67
56,00 35,00 7,34172° 1,60| 0,00 2,64 12,04
42,00 -0,06 1,13| 1,00 -3,38 3,27
49,00 0,06 1,13| 1,00 -3,27 3,38
63,00 4,13877 1,13] 0,01 0,82 7,46
70,00 3,40351 1,13| 0,04 0,08 6,73
63,00 35,00 3,20 1,60( 0,35 -1,50 7,90
42,00 -4,19639 1,13] 0,01 -7,52 -0,87
49,00 -4,08284 1,13] 0,01 -7.,41 -0,76
56,00 -4,13877 1,13] 0,01 -7,46 -0,82
70,00 -0,74 1,13] 0,99 -4,06 2,59
70,00 35,00 3,94 1,60{ 0,15 -0,76 8,64
42,00 -3,46113 1,13| 0,04 -6,78 -0,14
49,00 -3,34758 1,13| 0,05 -6,67 -0,02
56,00 -3,40351 1,13| 0,04 -6,73 -0,08
63,00 0,74 1,13]| 0,99 -2,59 4,06
CIT 35,00 42,00 -318,87| 196,97| 0,59 -897,53 259,78
49,00 -535,41| 196,97 0,09 -1114,07 43,24
56,00 -978,76972'| 196,97| 0,00 -1557,42 -400,12
63,00 -1141,51807 | 196,97 0,00 -1720,17 -562,87
70,00 -1237,18851 | 196,97| 0,00 -1815,84 -658,54
42,00 35,00 318,87 196,97| 0,59 -259,78 897,53
49,00 -216,54| 139,28 0,63 -625,71 192,63
56,00 -659,89582 | 139,28| 0,00 -1069,06 -250,73
63,00 -822,64417 | 139,28/ 0,00 -1231,81 -413,48
70,00 -918,31460 | 139,28| 0,00 -1327,48 -509,15
49,00 35,00 535,41 196,97| 0,09 -43,24 1114,07
42,00 216,54| 139,28| 0,63 -192,63 625,71
56,00 -443,35570° | 139,28/ 0,03 -852,52 -34,19
63,00 -606,10405 | 139,28| 0,00 -1015,27 -196,94
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Intervalo de confianza 95%

Variable ) ) Diferencia de medias | Error Limite Limite
dependiente (hDIA  (J)DIA (I-J) tip. Sig. inferior superior
70,00 -701,77449 | 139,28] 0,00 -1110,94 -292,61
56,00 35,00 978,76972 | 196,97| 0,00 400,12 1557,42
42,00 659,89582 | 139,28| 0,00 250,73 1069,06
49,00 443,35570 | 139,28/ 0,03 34,19 852,52
63,00 -162,75| 139,28 0,85 -571,92 246,42
70,00 -258,42| 139,28| 0,44 -667,59 150,75
63,00 35,00 1141,51807 | 196,97| 0,00 562,87 1720,17
42,00 822,64417 | 139,28| 0,00 413,48 1231,81
49,00 606,10405 | 139,28| 0,00 196,94 1015,27
56,00 162,75| 139,28( 0,85 -246,42 571,92
70,00 -95,67( 139,28| 0,98 -504,84 313,50
70,00 35,00 1237,18851 | 196,97| 0,00 658,54 1815,84
42,00 918,31460°| 139,28| 0,00 509,15 1327,48
49,00 701,77449 | 139,28] 0,00 292,61 1110,94
56,00 258,42| 139,28| 0,44 -150,75 667,59
63,00 95,67| 139,28 0,98 -313,50 504,84
MAL 35,00 42,00 -23,36( 24,51]0,93 -95,36 48,64
49,00 22,85 24,51(0,94 -49,15 94,84
56,00 20,68 24,51(0,96 -51,31 92,68
63,00 7267723 | 24,51[0,05 0,68 144,67
70,00 76,66149| 24,51(0,03 4,66 148,66
42,00 35,00 23,36| 24,51/ 0,93 -48,64 95,36
49,00 46,21 17,33( 0,10 -4,70 97,12
56,00 44,04 17,33 0,13 -6,87 94,95
63,00 96,03906 | 17,33| 0,00 45,13 146,95
70,00 100,02332 17,33( 0,00 49,11 150,93
49,00 35,00 -22,85( 24,51|0,94 -94.84 49,15
42,00 -46,21 17,33( 0,10 -97,12 4,70
56,00 -2,16 17,33( 1,00 -53,07 48,75
63,00 49,83 17,33| 0,06 -1,08 100,74
70,00 53,81640| 17,33[0,03 2,91 104,73
56,00 35,00 -20,68( 24,51|0,96 -92,68 51,31
42,00 -44,04 17,33(0,13 -94,95 6,87
49,00 2,16 17,33( 1,00 -48,75 53,07
63,00 51,99426 | 17,33[0,04 1,08 102,90
70,00 55,97852"| 17,33[0,02 5,07 106,89
63,00 35,00 -72,67723| 24,51 0,05 -144,67 -0,68

ANEXOS




Intervalo de confianza 95%

Variable . ) Diferencia de medias | Error Limite Limite
dependiente (hDIA  (J)DIA (I-J) tip. Sig. inferior superior
42,00 -96,03906 17,33( 0,00 -146,95 -45,13
49,00 -49,83 17,33| 0,06 -100,74 1,08
56,00 -51,99426°| 17,33( 0,04 -102,90 -1,08
70,00 3,98 17,33( 1,00 -46,93 54,89
70,00 35,00 -76,66149 2451/ 0,03 -148,66 -4,66
42,00 -100,02332°( 17,33| 0,00 -150,93 -49,11
49,00 -53,81640 17,33( 0,03 -104,73 -2,91
56,00 -55,97852"| 17,33( 0,02 -106,89 -5,07
63,00 -3,98 17,33( 1,00 -54,89 46,93
SucC 35,00 42,00 -191,55722 62,55| 0,04 -375,33 -7,79
49,00 112,39 62,55/ 0,48 -71,38 296,16
56,00 85,82| 62,55(0,74 -97,95 269,59
63,00 102,40 62,55(0,58 -81,37 286,17
70,00 167,22 62,55(0,10 -16,55 350,99
42,00 35,00 191,55722"| 62,55/ 0,04 7,79 375,33
49,00 303,95067 | 44,23| 0,00 174,01 433,89
56,00 277,37950 | 44,23| 0,00 147,44 407,32
63,00 293,95603 | 44,23| 0,00 164,01 423,90
70,00 358,77900 4423 0,00 228,83 488,72
49,00 35,00 -112,39| 62,55(0,48 -296,16 71,38
42,00 -303,95067 | 44,23| 0,00 -433,89 -174,01
56,00 -26,57| 44,23|0,99 -156,52 103,37
63,00 -9,99( 44,23(1,00 -139,94 119,95
70,00 54,83| 44,23|0,82 -75,12 184,77
56,00 35,00 -85,82( 62,55|0,74 -269,59 97,95
42,00 -277,37950 | 44,23| 0,00 -407,32 -147,44
49,00 26,57 44,23(0,99 -103,37 156,52
63,00 16,58 44,23| 1,00 -113,37 146,52
70,00 81,40 44,23(0,45 -48,54 211,34
63,00 35,00 -102,40| 62,55(0,58 -286,17 81,37
42,00 -293,95603 | 44,23| 0,00 -423,90 -164,01
49,00 9,99 44,23| 1,00 -119,95 139,94
56,00 -16,58( 44,23| 1,00 -146,52 113,37
70,00 64,82| 44,23(0,69 -65,12 194,77
70,00 35,00 -167,22| 62,55(0,10 -350,99 16,55
42,00 -358,77900 | 44,23| 0,00 -488,72 -228,83
49,00 -54,83( 44,23|0,82 -184,77 75,12
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Intervalo de confianza 95%

Variable ) ) Diferencia de medias | Error Limite Limite
dependiente (hDIA  (J)DIA (I-J) tip. Sig. inferior superior

56,00 -81,40( 44,23/ 0,45 -211,34 48,54

63,00 -64,82| 44,23| 0,69 -194,77 65,12

CAR 35,00 42,00 0,61 8,17( 1,00 -23,39 24,62

49,00 -14,65 8,17(0,48 -38,66 9,35

56,00 -9,74 8,171 0,84 -33,74 14,27

63,00 -16,68 8,17/ 0,33 -40,69 7,33

70,00 -34,87783 8,17( 0,00 -58,89 -10,87

42,00 35,00 -0,61 8,17( 1,00 -24.62 23,39

49,00 -15,27 5,781 0,10 -32,24 1,71

56,00 -10,35 5,78(0,48 -27,33 6,63

63,00 -17,29181 5,78( 0,04 -34,27 -0,32

70,00 -35,49162 5,78( 0,00 -52,47 -18,52

49,00 35,00 14,65 8,17(0,48 -9,35 38,66

42,00 15,27 5,781 0,10 -1,71 32,24

56,00 4,92 5,78( 0,96 -12,06 21,90

63,00 -2,02 5,78( 1,00 -19,00 14,95

70,00 -20,22287 5,78( 0,01 -37,20 -3,25

56,00 35,00 9,74 8,17/ 0,84 -14,27 33,74

42,00 10,35 5,78(0,48 -6,63 27,33

49,00 -4,92 5,78( 0,96 -21,90 12,06

63,00 -6,94 5,78( 0,84 -23,92 10,03

70,00 -25,14221 5,78( 0,00 -42,12 -8,17

63,00 35,00 16,68 8,17/ 0,33 -7,33 40,69

42,00 17,29181 5,78( 0,04 0,32 34,27

49,00 2,02 5,78( 1,00 -14,95 19,00

56,00 6,94 5,78/ 0,84 -10,03 23,92

70,00 -18,19981 5,78( 0,03 -35,18 -1,22

70,00 35,00 34,87783 8,17( 0,00 10,87 58,89

42,00 35,49162 5,78( 0,00 18,52 52,47

49,00 20,22287 5,78( 0,01 3,25 37,20

56,00 2514221 5,78( 0,00 8,17 42,12

63,00 18,19981 5,78( 0,03 1,22 35,18

SAC 35,00 42,00 -39,34( 100,12| 1,00 -333,46 254,79

49,00 -70,37( 100,12| 0,98 -364,49 223,75

56,00 -279,15| 100,12| 0,07 -573,28 14,97

63,00 -624,82711°( 100,12| 0,00 -918,95 -330,70

70,00 -1104,54592"| 100,12( 0,00 -1398,67 -810,42

ANEXOS




Intervalo de confianza 95%

Variable . ) Diferencia de medias | Error Limite Limite
dependiente (hDIA  (J)DIA (I-J) tip. Sig. inferior superior
42,00 35,00 39,34| 100,12] 1,00 -254,79 333,46
49,00 -31,03( 70,79| 1,00 -239,01 176,94
56,00 -239,81682°( 70,79/ 0,02 -447,79 -31,84
63,00 -585,48960 | 70,79| 0,00 -793,47 -377,51
70,00 -1065,20840 | 70,79( 0,00 -1273,19 -857,23
49,00 35,00 70,37| 100,12| 0,98 -223,75 364,49
42,00 31,03 70,79| 1,00 -176,94 239,01
56,00 -208,78432'( 70,79| 0,05 -416,76 -0,81
63,00 -554,45710 70,79| 0,00 -762,43 -346,48
70,00 -1034,17590 70,79| 0,00 -1242,15 -826,20
56,00 35,00 279,15| 100,12| 0,07 -14,97 573,28
42,00 239,81682| 70,79/ 0,02 31,84 447,79
49,00 208,78432 | 70,79/ 0,05 0,81 416,76
63,00 -345,67278 | 70,79/ 0,00 -553,65 -137,70
70,00 -825,39158°( 70,79/ 0,00 -1033,37 -617,41
63,00 35,00 624,82711 | 100,12| 0,00 330,70 918,95
42,00 585,48960° | 70,79| 0,00 377,51 793,47
49,00 554,45710°| 70,79| 0,00 346,48 762,43
56,00 345,67278 70,79| 0,00 137,70 553,65
70,00 -479,71880 | 70,79/ 0,00 -687,70 -271,74
70,00 35,00 1104,54592 | 100,12| 0,00 810,42 1398,67
42,00 1065,20840 70,79| 0,00 857,23 1273,19
49,00 1034,17590 70,79| 0,00 826,20 1242,15
56,00 825,39158°| 70,79| 0,00 617,41 1033,37
63,00 479,71880 | 70,79/ 0,00 271,74 687,70
FRU 35,00 42,00 -193,87| 115,49 0,55 -533,16 145,43
49,00 -112,78| 115,49| 0,92 -452,07 226,52
56,00 -295,49| 115,49(0,12 -634,78 43,81
63,00 -237,52| 115,49 0,32 -576,82 101,77
70,00 -189,69| 115,49 0,57 -528,99 149,60
42,00 35,00 193,87 115,49(0,55 -145,43 533,16
49,00 81,09 81,67(0,92 -158,83 321,01
56,00 -101,62| 81,67|0,81 -341,54 138,30
63,00 -43,65( 81,67| 1,00 -283,57 196,26
70,00 4,18 81,67(1,00 -235,74 244,09
49,00 35,00 112,78| 115,49 0,92 -226,52 452,07
42,00 -81,09( 81,67|0,92 -321,01 158,83
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Intervalo de confianza 95%

Variable ) ) Diferencia de medias | Error Limite Limite
dependiente (hDIA  (J)DIA (I-J) tip. Sig. inferior superior
56,00 -182,71 81,67| 0,24 -422,63 57,21
63,00 -124,74| 81,67|0,65 -364,66 115,17
70,00 -76,91 81,67| 0,93 -316,83 163,00
56,00 35,00 295,49| 115,49|0,12 -43,81 634,78
42,00 101,62| 81,67|0,81 -138,30 341,54
49,00 182,71 81,67| 0,24 -57,21 422,63
63,00 57,97 81,67|0,98 -181,95 297,88
70,00 105,80 81,67(0,79 -134,12 345,71
63,00 35,00 237,52| 115,49|0,32 -101,77 576,82
42,00 43,65 81,67| 1,00 -196,26 283,57
49,00 124,74 81,67|0,65 -115,17 364,66
56,00 -57,97( 81,67|0,98 -297,88 181,95
70,00 47,83 81,67|0,99 -192,09 287,75
70,00 35,00 189,69| 115,49| 0,57 -149,60 528,99
42,00 -4,18| 81,67|1,00 -244,09 235,74
49,00 76,91 81,67| 0,93 -163,00 316,83
56,00 -105,80| 81,67|0,79 -345,71 134,12
63,00 -47,83( 81,67|0,99 -287,75 192,09
GLU 35,00 42,00 -426,61| 213,73|0,36 -1054,51 201,30
49,00 -115,31| 213,73( 0,99 -743,21 512,60
56,00 -533,37| 213,73|0,14 -1161,27 94,53
63,00 -382,82| 213,73|0,48 -1010,72 245,09
70,00 -260,21| 213,73(0,83 -888,11 367,70
42,00 35,00 426,61| 213,73/ 0,36 -201,30 1054,51
49,00 311,30| 151,13| 0,32 -132,70 755,29
56,00 -106,76| 151,13| 0,98 -550,76 337,23
63,00 43,79 151,13| 1,00 -400,21 487,79
70,00 166,40 151,13(0,88 -277,60 610,40
49,00 35,00 115,31 213,73( 0,99 -512,60 743,21
42,00 -311,30| 151,13| 0,32 -755,29 132,70
56,00 -418,06| 151,13| 0,08 -862,06 25,93
63,00 -267,51| 151,13| 0,49 -711,50 176,49
70,00 -144,90| 151,13( 0,93 -588,89 299,10
56,00 35,00 533,37| 213,73/ 0,14 -94,53 1161,27
42,00 106,76| 151,13| 0,98 -337,23 550,76
49,00 418,06| 151,13| 0,08 -25,93 862,06
63,00 150,55| 151,13( 0,92 -293,44 594,55

ANEXOS




Intervalo de confianza 95%

Variable . ) Diferencia de medias | Error Limite Limite
dependiente (hDIA  (J)DIA (I-J) tip. Sig. inferior superior
70,00 273,16| 151,13/ 0,47 -170,83 717,16
63,00 35,00 382,82| 213,73/ 0,48 -245,09 1010,72
42,00 -43,79] 151,13 1,00 -487,79 400,21
49,00 267,51| 151,13| 0,49 -176,49 711,50
56,00 -150,55| 151,13| 0,92 -594,55 293,44
70,00 122,61 151,13| 0,96 -321,39 566,60
70,00 35,00 260,21| 213,73| 0,83 -367,70 888,11
42,00 -166,40| 151,13| 0,88 -610,40 277,60
49,00 144,90 151,13| 0,93 -299,10 588,89
56,00 -273,16| 151,13| 0,47 -717,16 170,83
63,00 -122,61| 151,13 0,96 -566,60 321,39
BCAR 35,00 42,00 0,12 1,10| 1,00 -3,10 3,35
49,00 -0,42 1,10| 1,00 -3,65 2,80
56,00 -1,42 1,10| 0,79 -4,64 1,81
63,00 -2,10 1,10| 0,40 -5,32 1,12
70,00 -1,89 1,10| 0,52 -5,12 1,33
42,00 35,00 -0,12 1,10{ 1,00 -3,35 3,10
49,00 -0,55 0,78( 0,98 -2,83 1,73
56,00 -1,54 0,78( 0,36 -3,82 0,74
63,00 -2,22 0,78( 0,06 -4,50 0,06
70,00 -2,01 0,78( 0,11 -4,29 0,27
49,00 35,00 0,42 1,10{ 1,00 -2,80 3,65
42,00 0,55 0,78( 0,98 -1,73 2,83
56,00 -0,99 0,78] 0,79 -3,27 1,29
63,00 -1,68 0,78 0,27 -3,96 0,60
70,00 -1,47 0,78( 0,42 -3,75 0,81
56,00 35,00 1,42 1,10 0,79 -1,81 4,64
42,00 1,54 0,78( 0,36 -0,74 3,82
49,00 0,99 0,78( 0,79 -1,29 3,27
63,00 -0,68 0,78( 0,95 -2,96 1,60
70,00 -0,47 0,78( 0,99 -2,75 1,81
63,00 35,00 2,10 1,10{ 0,40 -1,12 5,32
42,00 2,22 0,78( 0,06 -0,06 4,50
49,00 1,68 0,78( 0,27 -0,60 3,96
56,00 0,68 0,78( 0,95 -1,60 2,96
70,00 0,21 0,78( 1,00 -2,07 2,49
70,00 35,00 1,89 1,10{ 0,52 -1,33 512
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Intervalo de confianza 95%
Variable ) ) Diferencia de medias | Error Limite Limite
dependiente (hDIA  (J)DIA (I-J) tip. Sig. inferior superior

42,00 2,01 0,78] 0,11 -0,27 4,29

49,00 1,47 0,78( 0,42 -0,81 3,75

56,00 0,47 0,78( 0,99 -1,81 2,75

63,00 -0,21 0,78( 1,00 -2,49 2,07

L 35,00 42,00 1,65 2,30( 0,98 -5,11 8,40

49,00 -4,71 2,30( 0,33 -11,46 2,04

56,00 -32,8733 2,30( 0,00 -39,63 -26,12

63,00 -15,2033 2,30( 0,00 -21,96 -8,45

70,00 -9,6780 2,30( 0,00 -16,43 -2,93

42,00 35,00 -1,65 2,30( 0,98 -8,40 511

49,00 -6,3580 1,63| 0,00 -11,13 -1,58

56,00 -34,5207 1,63| 0,00 -39,30 -29,75

63,00 -16,8507 1,63| 0,00 -21,63 -12,08

70,00 -11,3253 1,63| 0,00 -16,10 -6,55

49,00 35,00 4,71 2,30( 0,33 -2,04 11,46

42,00 6,3580 1,63| 0,00 1,58 11,13

56,00 -28,1627 1,63| 0,00 -32,94 -23,39

63,00 -10,4927 1,63| 0,00 -15,27 -5,72

70,00 -4,9673 1,63| 0,04 -9,74 -0,19

56,00 35,00 32,8733 2,30( 0,00 26,12 39,63

42,00 34,5207 1,63| 0,00 29,75 39,30

49,00 28,1627 1,63| 0,00 23,39 32,94

63,00 17,6700 1,63| 0,00 12,90 22,44

70,00 23,1953 1,63| 0,00 18,42 27,97

63,00 35,00 15,2033 2,30( 0,00 8,45 21,96

42,00 16,8507 1,63| 0,00 12,08 21,63

49,00 10,4927 1,63| 0,00 5,72 15,27

56,00 -17,6700 1,63| 0,00 -22,44 -12,90

70,00 55253 1,63| 0,01 0,75 10,30

70,00 35,00 9,6780 2,30( 0,00 2,93 16,43

42,00 11,3253 1,63| 0,00 6,55 16,10

49,00 4,9673 1,63| 0,04 0,19 9,74

56,00 -23,1953 1,63| 0,00 -27,97 -18,42

63,00 -5,5253 1,63| 0,01 -10,30 -0,75

C 35,00 42,00 0,61 3,58( 1,00 -9,91 11,13

49,00 -9,32 3,58( 0,11 -19,84 1,20

56,00 -50,8220 3,58( 0,00 -61,34 -40,30

ANEXOS




Intervalo de confianza 95%

Variable . ) Diferencia de medias | Error Limite Limite
dependiente (hDIA  (J)DIA (I-J) tip. Sig. inferior superior
63,00 -38,9100 3,58( 0,00 -49,43 -28,39
70,00 -30,0720 3,58( 0,00 -40,59 -19,55
42,00 35,00 -0,61 3,58( 1,00 -11,13 9,91
49,00 -9,9320 2,53( 0,00 -17,37 -2,49
56,00 -51,4347 2,53(0,00 -58,87 -44,00
63,00 -39,5227 2,53(0,00 -46,96 -32,08
70,00 -30,6847 2,53(0,00 -38,12 -23,25
49,00 35,00 9,32 3,58( 0,11 -1,20 19,84
42,00 9,9320° 2,53(0,00 2,49 17,37
56,00 -41,5027 2,53(0,00 -48,94 -34,06
63,00 -29,5907 2,531 0,00 -37,03 -22,15
70,00 -20,7527 2,53( 0,00 -28,19 -13,31
56,00 35,00 50,8220 3,58( 0,00 40,30 61,34
42,00 51,4347 2,53(0,00 44,00 58,87
49,00 41,5027 2,53(0,00 34,06 48,94
63,00 11,9120 2,53(0,00 447 19,35
70,00 20,7500 2,53(0,00 13,31 28,19
63,00 35,00 38,9100 3,58( 0,00 28,39 49,43
42,00 39,5227 2,53(0,00 32,08 46,96
49,00 29,5907 2,53( 0,00 22,15 37,03
56,00 -11,9120° 2,53(0,00 -19,35 -4.,47
70,00 8,8380 2,53(0,01 1,40 16,28
70,00 35,00 30,0720 3,58( 0,00 19,55 40,59
42,00 30,6847 2,531 0,00 23,25 38,12
49,00 20,7527 2,53(0,00 13,31 28,19
56,00 -20,7500 2,53(0,00 -28,19 -13,31
63,00 -8,8380 2,53(0,01 -16,28 -1,40
H 35,00 42,00 -1,72 2,85(0,99 -10,08 6,63
49,00 9,3633 2,85(0,02 1,01 17,72
56,00 32,9133 2,85(0,00 24,56 41,27
63,00 49,2060 2,85(0,00 40,85 57,56
70,00 58,0347 2,85(0,00 49,68 66,39
42,00 35,00 1,72 2,85(0,99 -6,63 10,08
49,00 11,0873 2,01( 0,00 518 17,00
56,00 34,6373 2,01( 0,00 28,73 40,55
63,00 50,9300 2,01( 0,00 45,02 56,84
70,00 59,7587 2,01( 0,00 53,85 65,67
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Intervalo de confianza 95%

Variable ) ) Diferencia de medias | Error Limite Limite
dependiente (DDIA  (J)DIA (I-J) tip. Sig. inferior superior
49,00 35,00 -9,3633 2,85(0,02 -17,72 -1,01
42,00 -11,0873 2,01( 0,00 -17,00 -5,18
56,00 23,5500 2,01( 0,00 17,64 29,46
63,00 39,8427 2,01( 0,00 33,93 45,75
70,00 48,6713 2,01( 0,00 42,76 54,58
56,00 35,00 -32,9133 2,85(0,00 -41,27 -24,56
42,00 -34,6373 2,01( 0,00 -40,55 -28,73
49,00 -23,5500° 2,01( 0,00 -29,46 -17,64
63,00 16,2927 2,01( 0,00 10,38 22,20
70,00 25,1213 2,01( 0,00 19,21 31,03
63,00 35,00 -49,2060 2,85(0,00 -57,56 -40,85
42,00 -50,9300 2,01( 0,00 -56,84 -45,02
49,00 -39,8427 2,01( 0,00 -45,75 -33,93
56,00 -16,2927 2,01( 0,00 -22,20 -10,38
70,00 8,8287 2,01( 0,00 2,92 14,74
70,00 35,00 -58,0347 2,85(0,00 -66,39 -49,68
42,00 -59,7587 2,01( 0,00 -65,67 -53,85
49,00 -48,6713 2,01( 0,00 -54,58 -42,76
56,00 -25,1213 2,01( 0,00 -31,03 -19,21
63,00 -8,8287 2,01( 0,00 -14,74 -2,92
SST 35,00 42,00 -,920 0,22( 0,00 -1,56 -0,28
49,00 -1,227 0,22( 0,00 -1,86 -0,59
56,00 1,727 0,22( 0,00 -2,36 -1,09
63,00 -1,827 0,22( 0,00 -2,46 -1,19
70,00 -2,253 0,22( 0,00 -2,89 -1,62
42,00 35,00 920 0,22( 0,00 0,28 1,56
49,00 -0,31 0,15( 0,35 -0,76 0,14
56,00 -,807 0,15( 0,00 -1,26 -0,36
63,00 -,907 0,15( 0,00 -1,36 -0,46
70,00 -1,333 0,15( 0,00 -1,78 -0,88
49,00 35,00 1,227 0,22( 0,00 0,59 1,86
42,00 0,31 0,15( 0,35 -0,14 0,76
56,00 -,500 0,15( 0,02 -0,95 -0,05
63,00 -,600° 0,15( 0,00 -1,05 -0,15
70,00 -1,027 0,15( 0,00 -1,48 -0,58
56,00 35,00 1,727 0,22( 0,00 1,09 2,36
42,00 807 0,15( 0,00 0,36 1,26
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Intervalo de confianza 95%

Variable . ) Diferencia de medias | Error Limite Limite
dependiente (hDIA  (J)DIA (I-J) tip. Sig. inferior superior
49,00 ,500 0,15( 0,02 0,05 0,95
63,00 -0,10 0,15( 0,99 -0,55 0,35
70,00 -527 0,15( 0,01 -0,98 -0,08
63,00 35,00 1,827 0,22( 0,00 1,19 2,46
42,00 907 0,15( 0,00 0,46 1,36
49,00 600 0,15( 0,00 0,15 1,05
56,00 0,10 0,15( 0,99 -0,35 0,55
70,00 -0,43 0,15( 0,07 -0,88 0,02
70,00 35,00 2,253 0,22( 0,00 1,62 2,89
42,00 1,333 0,15( 0,00 0,88 1,78
49,00 1,027 0,15( 0,00 0,58 1,48
56,00 527 0,15( 0,01 0,08 0,98
63,00 0,43 0,15( 0,07 -0,02 0,88
ATT 35,00 42,00 -0,27 0,10( 0,11 -0,58 0,03
49,00 -,549 0,10( 0,00 -0,86 -0,24
56,00 =770 0,10( 0,00 -1,08 -0,46
63,00 -,827 0,10( 0,00 -1,14 -0,52
70,00 -873 0,10( 0,00 -1,18 -0,57
42,00 35,00 0,27 0,10( 0,11 -0,03 0,58
49,00 -275 0,07 0,01 -0,49 -0,06
56,00 -,496 0,07 0,00 -0,71 -0,28
63,00 -,554 0,07 0,00 -0,77 -0,34
70,00 -,599 0,07 0,00 -0,82 -0,38
49,00 35,00 549 0,10] 0,00 0,24 0,86
42,00 275 0,07 0,01 0,06 0,49
56,00 -221° 0,07 0,04 -0,44 0,00
63,00 -278 0,07 0,01 -0,50 -0,06
70,00 -,324 0,07 0,00 -0,54 -0,11
56,00 35,00 770 0,10( 0,00 0,46 1,08
42,00 496 0,07 0,00 0,28 0,71
49,00 221 0,07( 0,04 0,00 0,44
63,00 -0,06 0,07 0,97 -0,28 0,16
70,00 -0,10 0,07(0,73 -0,32 0,12
63,00 35,00 827 0,10( 0,00 0,52 1,14
42,00 554 0,07 0,00 0,34 0,77
49,00 278 0,07 0,01 0,06 0,50
56,00 0,06 0,07 0,97 -0,16 0,28
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Intervalo de confianza 95%

Variable ) ) Diferencia de medias | Error Limite Limite
dependiente (hDIA  (J)DIA (I-J) tip. Sig. inferior superior
70,00 -0,05 0,07( 0,99 -0,26 0,17
70,00 35,00 873 0,10( 0,00 0,57 1,18
42,00 599 0,07 0,00 0,38 0,82
49,00 324 0,07 0,00 0,11 0,54
56,00 0,10 0,07(0,73 -0,12 0,32
63,00 0,05 0,07 0,99 -0,17 0,26
pH 35,00 42,00 0,04 0,07 0,99 -0,17 0,26
49,00 27593 0,07 0,01 0,06 0,50
56,00 42400 0,07 0,00 0,20 0,64
63,00 46853 0,07( 0,00 0,25 0,69
70,00 ,39287 0,07] 0,00 0,17 0,61
42,00 35,00 -0,04 0,07 0,99 -0,26 0,17
49,00 23153 0,05( 0,00 0,08 0,39
56,00 ,37960° 0,05( 0,00 0,22 0,53
63,00 42413 0,05( 0,00 0,27 0,58
70,00 34847 0,05( 0,00 0,19 0,50
49,00 35,00 -,27593 0,07 0,01 -0,50 -0,06
42,00 -23153 0,05( 0,00 -0,39 -0,08
56,00 0,15 0,05( 0,07 -0,01 0,30
63,00 19260 0,05 0,01 0,04 0,35
70,00 0,12 0,05( 0,25 -0,04 0,27
56,00 35,00 -,42400 0,07 0,00 -0,64 -0,20
42,00 -,37960 0,05( 0,00 -0,53 -0,22
49,00 -0,15 0,05] 0,07 -0,30 0,01
63,00 0,04 0,05( 0,96 -0,11 0,20
70,00 -0,03 0,05( 0,99 -0,19 0,12
63,00 35,00 -,46853 0,07 0,00 -0,69 -0,25
42,00 -,42413 0,05( 0,00 -0,58 -0,27
49,00 -,19260 0,05( 0,01 -0,35 -0,04
56,00 -0,04 0,05( 0,96 -0,20 0,11
70,00 -0,08 0,05( 0,71 -0,23 0,08
70,00 35,00 -,39287 0,07 0,00 -0,61 -0,17
42,00 -,34847 0,05( 0,00 -0,50 -0,19
49,00 -0,12 0,05( 0,25 -0,27 0,04
56,00 0,03 0,05( 0,99 -0,12 0,19
63,00 0,08 0,05( 0,71 -0,08 0,23
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Variable . )
dependiente (hDIA  (J)DIA

Diferencia de medias

()

Error
tip.

Sig.

Intervalo de confianza 95%

Limite
inferior

Limite
superior

Basadas en las medias observadas.

El término de error es la media cuadratica(Error) =,021.

*. La diferencia de medias es significativa al nivel ,05.
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A2.2 ANALISIS DE COMPONENTES PRINCIPALES

Tabla A2.2.1 Matriz de correlaciones

ASC | OXA CIT MAL SUC | CAR | SAC FRU GLU | BCAR L C H SST ATT pH
Correlacion ASC 1,000 -,017 341 -270( -,031 244 478 ,206 124 ,182 ,295 425 -526 400 304 -257
OXA -017( 1,000 -107 ,538 142 226 -138 023 -,024| -169| -037| -123 157 121 ,007| ,286
CIT 341 -107| 1,000] -190| -343 ,282 496 292 230 314 ,396 551 -,600 442 ,688( -,602
MAL -270 ;538 -,190( 1,000 541 -,041| -388 ,269 280 -240| -250| -,399 518 -132( -274| 418
SucC -,031 142 -343 541 1,000( -205| -276 ,343 395 -157| -305| -378 428 -230( -466| ,409
CAR 244 226 282 -,041| -205| 1,000 488 122 ,065 214 ,046 73| -426 459 294 035
SAC 478 -138 496 -388| -276 488 1,000 11 ,038 135 ,051 327 -,828 ,542 469 -232
FRU ,206 ,023 ,292 ,269 ,343 122 1111 1,000 ,931 ,386 ,255 ,288| -,064 322 ,078( -,183
GLU 124 -024 ,230 ,280 ,395 ,065 ,038 931 1,000 376 227 ,231 ,020 271 -,022 -,159
BCAR 182 -,169 314 -240| -,157 214 ,135 ,386 ,376( 1,000 ,222 ,282| -,188 ,288 217 -,462
L 295 -,037 396 -,250( -,305 ,046 ,051 ,255 227 ,222| 1,000 932 -375 ,242 409 -479
c 425 -123 551 -399| -378 73 327 ,288 231 ,282 932 1,000 -,647 ,394 549 -56562
-,526 157 -,600 518 428 -426( -828| -,064 ,020( -1188| -375| -647| 1,000 -553( -598| ,401
SST 400 121 442 -132| -230 459 ,542 322 271 ,288 242 394 -553( 1,000 645 -299
ATT ,304 ,007 688 -274| -,466 294 469 078 -,022 217 409 549 -,598 645 1,000 -,535
pH -,257 286 -,602 418 409 ,035( -232 -183| -,159| -462 -479( -552 401 -299( -535| 1,000
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ASC | OXA | CIT | MAL | SUC | CAR | SAC | FRU | GLU |BCAR| L C H ssT | ATT | PH
Sig. ASC 441 001| 008 ,394| 015 ,000{ ,033| ,137| ,053| ,004| ,000{ ,000{ ,000[ ,003| ,011
(Unilateral)  oxA 441 172 000 05| ,022| 12| 419| 416| 067 371| ,138| 082 ,143| 476 005
CIT 001 172 046 ,001| 006| ,000[ ,004| ,020| ,002| ,000[ ,000] ,000{ ,000[ ,000| ,000
MAL 008 ,000| ,046 ,000[ ,360| 000/ 008/ 006 ,016| ,013| ,000[ 000/ ,121| ,007| ,000
suc 394 105 ,001| 000 034 007 001| 000/ ,083 003 ,000{ ,000[ ,020] ,000{ ,000
CAR 015 ,022| ,006| 360 ,034 000 ,141| 283| ,029| ,341| 062| ,000{ ,000[ ,004| ,380
SAC ,000[ 112 ,000{ ,000{ ,007| ,000 164 369 116| 327 ,002| 000 ,000{ ,000 ,019
FRU 033 419 004| 008 001 41| 164 ,000[ ,000| 011| ,005| 286 002 245/ 052
GLU 137\ 416 020 006 000 283| ,369| ,000 000[ ,021| ,020| 431| 007 423| ,080
BCAR| 053| ,067| ,002| ,016| ,083| ,029| ,116| ,000{ ,000 024 006 048] ,005| ,027 ,000
004 371 ,000| ,013| ,003| ,341| 327 011 ,021| ,024 ,000[ ,000[ 015/ ,000{ ,000
,000( ,138| ,000{ ,000[ ,000[ ,062| ,002| ,005| ,020 ,006[ ,000 ,000{ ,000 ,000{ ,000
,000[ ,082 000 ,000[ ,000[ ,000[ 000 ,286 .431| 048/ ,000| ,000 ,000[ ,000( ,000
SST 000 ,143| 000 21| ,020( 000/ ,000{ ,002| ,007| ,005 ,015 ,000{ ,000 ,000[ ,003
ATT ,003| 476 000/ ,007| ,000| ,004| ,000{ ,245 423| ,027| ,000| ,000{ ,000[ ,000 ,000
pH 011 005 ,000| ,000| ,000| ,380| ,019| ,052| ,080| ,000{ ,000| ,000{ ,000| ,003| ,000
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Tabla A2.2.2 Varianza total explicada

Sumas de las saturaciones al cuadrado de la
Autovalores iniciales extraccion
% de la % de la
Componente Total varianza % acumulado Total varianza % acumulado
1 5,723 35,769 35,769 5,723 35,769 35,769
2 2,637 16,481 52,250 2,637 16,481 52,250
3 1,884 11,776 64,026 1,884 11,776 64,026
4 1,315 8,219 72,245 1,315 8,219 72,245
5 1,039 6,495 78,740 1,039 6,495 78,740
6 ,805 5,031 83,771
7 ,648 4,050 87,820
8 510 3,190 91,010
9 ,351 2,194 93,204
10 ,308 1,923 95,126
11 ,261 1,628 96,755
12 ,199 1,242 97,996
13 ,159 ,994 98,990
14 ,095 ,595 99,585
15 ,055 ,343 99,929
16 ,011 ,071 100,000

Método de extraccion: Analisis de Componentes principales.

Tabla A2.2.3 Matriz de componentes?®

Componente
1 2 3 4 5
ASC ,565 ,098 ,191 -,166 511
OXA -,186 ,259 ,548 ,629 -,054
CIT 774 ,102 ,006 ,076 -,184
MAL -515 ,583 ,290 ,348 -,096
SucC -,508 ,606 ,075 -,208 ,319
CAR 415 077 ,643 -,043 -,184
SAC 679 -,128 466 -,384 127
FRU ,291 ,893 -,105 -,139 ,010
GLU ,209 ,903 -170 -175 -,005
BCAR 456 ,296 -,267 -271 -478
L 618 123 -420 ,505 ,293
C ,811 ,068 -,291 323 297
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Tabla A2.2.3 Matriz de componentes?

Componente
1 2 3 4 5
H -,843 207 -,248 ,133 -213
SST ,680 211 402 ,018 -,146
ATT 772 -110 143 267 -,220
pH -,683 ,031 459 -,036 ,250
Método de extraccion: Analisis de componentes principales.
a. 5 componentes extraidos
llustracion A2.2.1 Grafico de componentes principales
Grafico de componentes
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A2.3 ANALISIS CANONICO DE DISCRIMINANTES
A2.3.1 ANALISIS CANONICO DE DISCRIMIANTES PARA COMPARACION ENTRE
MORFOTIPOS

Tabla A2.3.1.1 Estadisticos de grupo

N valido (segun lista)

MOR No ponderados Ponderados

1 CIT 30 30,000
FRU 30 30,000
GLU 30 30,000
C 30 30,000
H 30 30,000
ATT 30 30,000

2 CIT 30 30,000
FRU 30 30,000
GLU 30 30,000
C 30 30,000
H 30 30,000
ATT 30 30,000

3 CIT 30 30,000
FRU 30 30,000
GLU 30 30,000
C 30 30,000
H 30 30,000
ATT 30 30,000

Total CIT 90 90,000
FRU 90 90,000
GLU 90 90,000
C 90 90,000
H 90 90,000
ATT 90 90,000

Tabla A2.3.1.2 Autovalores

Funcién Autovalor % de varianza % acumulado Correlacion canonica
1 ,275° 85,6 85,6 464
2 ,046° 14,4 100,0 ,210
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a. Se han empleado las 2 primeras funciones discriminantes candnicas en el analisis.

Tabla A2.3.1.3 Lambda de Wilks

Contraste de las

funciones Lambda de Wilks Chi-cuadrado gl Sig.
1ala2 ,750 24,310 12 ,018
2 ,956 3,806 5 ,578

Tabla A2.3.1.4 Coeficientes estandarizados de las funciones discriminantes canodnicas

Funcién
1 2
CIT ,097 1,035
FRU -1,326 -1,108
GLU 1,886 ,140
Cc ,148 ,509
H ,802 915
ATT ,655 -117

Tabla A2.3.1.5 Matriz de estructura

Funcién
1 2
GLU 690 -557
H 266 114
FRU 463 -613
CIT 141 263"
ATT 114 167
c ,081 083"

Correlaciones intra-grupo combinadas entre las variables disciiminantes y las funciones discriminantes

canonicas tipificadas

Variables ordenadas por el tamafio de la correlacion con la funcion.
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Funcién
GLU 690 -557
H 266 114
FRU 463 -613
CIT 141 263"
ATT 114 167
C 081 083’

Correlaciones intra-grupo combinadas entre las variables discriminantes y las

canonicas tipificadas

Variables ordenadas por el tamafio de la correlacion con la funcion.

*. Mayor correlacidn absoluta entre cada variable y cualquier funcién discriminante.

Tabla A2.3.1.6 Funciones en los centroides de los grupos

funciones discriminantes

Funcion
MOR 1
1 148 292
2 -,692 -,094
3 ,544 -,198

Funciones discriminantes candnicas no tipificadas evaluadas en las medias de los grupos

Tabla A2.3.1.7 Probabilidades previas para los grupos

Casos utilizados en el andlisis
MOR Previas No ponderados Ponderados
1 ,333 30 30,000
2 ,333 30 30,000
3 ,333 30 30,000
Total 1,000 90 90,000
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A2.3.2 ANALISIS CANONICO DE DISCRIMIANTES PARA COMPARACION ENTRE DIAS DE
DESARROLLO

Tabla A2.3.2.1 Estadisticos de grupo

N valido (segun lista)

DIA No ponderados Ponderados

35 CIT 15 15,000
FRU 15 15,000
GLU 15 15,000
C 15 15,000
H 15 15,000
ATT 15 15,000

42 CIT 15 15,000
FRU 15 15,000
GLU 15 15,000
Cc 15 15,000
H 15 15,000
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Tabla A2.3.2.1 Estadisticos de grupo

N valido (segun lista)

DIiA No ponderados Ponderados
ATT 15 15,000
49 CIT 15 15,000
FRU 15 15,000
GLU 15 15,000
Cc 15 15,000
H 15 15,000
ATT 15 15,000
56 CIT 15 15,000
FRU 15 15,000
GLU 15 15,000
C 15 15,000
H 15 15,000
ATT 15 15,000
63 CIT 15 15,000
FRU 15 15,000
GLU 15 15,000
Cc 15 15,000
H 15 15,000
ATT 15 15,000
70 CIT 15 15,000
FRU 15 15,000
GLU 15 15,000
Cc 15 15,000
H 15 15,000
ATT 15 15,000
Total CIT 90 90,000
FRU 90 90,000
GLU 90 90,000
Cc 90 90,000
H 90 90,000
ATT 90 90,000
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Tabla A2.3.2.2 Autovalores

Correlacion
Funcién Autovalor % de varianza % acumulado canonica
1 23,9712 93,7 93,7 ,980
2 1,220° 48 98,5 741
3 ;3017 1,2 99,7 481
4 ,088° 3 100,0 ,284
5 ,000? 0 100,0 ,006

a. Se han empleado las 5 primeras funciones discriminantes candnicas en el analisis.

Tabla A2.3.2.3 Lambda de Wilks

Contraste de las

funciones Lambda de Wilks Chi-cuadrado gl Sig.
1alab ,013 362,106 30 ,000
2alab 318 95,034 20 ,000
3alab ,706 28,839 12 ,004
4alab 919 6,984 6 ,322
5 1,000 ,003 2 ,999

Tabla A2.3.2.4 Coeficientes estandarizados de las funciones discriminantes candnicas

Funcion
1 2 3 4 5
CIT ,255 -,190 ,091 ,116 -,330
FRU -,555 -,259 414 -1,290 2,120
GLU ,705 ,150 -,118 2,027 -1,389
o 577 ,839 -174 -122 -,028
H -,929 464 ,269 -,070 -,088
ATT ,369 ,026 ,820 -,091 -,130

Tabla A2.3.2.5 Matriz de estructura
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Funcién
1 2 3 4 5
H -654" 555 426 208 -105
c 419 877 -,089 -,048 172
ATT 254 -,025 886 -,260 -219
CIT 243 -,084 540" 154 -162
GLU 035 152 200 837 482
FRU ,055 120 286 564 74T

Correlaciones intra-grupo combinadas entre las variables discriiminantes y las

funciones discriminantes canodnicas tipificadas

Variables ordenadas por el tamafio de la correlacién con la funcién.

*. Mayor correlacién absoluta entre cada variable y cualquier funcién

discriminante.

Tabla A2.3.2.6 Funciones en los centroides de los grupos

Funcién

DIA 1 2 3 4 5

35 -5,770 104 -,963 -,129 ,000
42 -5,174 -,340 445 495 ,000
49 -2,899 -171 722 473 ,001
56 3,537 2,071 ,065 ,051 -,004
63 4,869 -125 -123 ,056 011
70 5437 -1,540 -,146 -,001 -,007

Funciones discriminantes canénicas no tipificadas evaluadas en las medias de

los grupos

Tabla A2.3.2.7 Probabilidades previas para los grupos

Casos utilizados en el analisis

DIA Previas No ponderados Ponderados

35 167 15 15,000
42 167 15 15,000
49 167 15 15,000
56 167 15 15,000
63 167 15 15,000
70 167 15 15,000
Total 1,000 90 90,000
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llustracion A2.3.2.1 Grafico de grupos combinados de las funciones discriminantes canonicas 1y 2
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ANEXO A3. ANALISIS ESPECTROSCOPICO Y CROMATOGRAFICO DE LA MEZCLA C1
A3.1 CORRIENTE IONICA RECONSTRUIDA DE LA MEZCLA C1
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A3.2 ESPECTROS DE MASAS DE LOS COMPONENTES DE LA MEZCLA C1
Eicosano

NO IDENTIFICADO

NO IDENTIFICADO

11 - metil tetracosano

7 - metil pentacosano

13-metil hexacosano
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9,13-dimetil hexacosano

9 - metil heptacosano

3,7 - dimetil heptacosano

4, 16 - dimetil octacosano

3 - metil nonacosano

2,12 - dimetil triacontano
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3,11 - dimetil hentracontano

4,8,16 - trimetil dotriacontano

11,15,19 - trimetil tritriacontano

152



Estudio comparativo de metabolitos fijos y volatiles en tres morfotipos de cocona (Solanum sessiliflorum Dunal)
procedentes del departamento del Guaviare
Juliana Erika Cristina Cardona Jaramillo

ANEXO A4. ANALISIS ESPECTROSCOPICO Y CROMATOGRAFICO DE LA MEZCLA C2
Ad.1 ESPECTRO INFRARROJO DE LA MEZCLA (o)

ANEXOS
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A4.2 ESPECTRO DE RMN'H DE LA MEZCLA C2
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A4.3 CORRIENTE IONICA RECONSTRUIDA DE LA MEZCLA C2
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A4.4 ESPECTROS DE MASAS DE LOS COMPONENTES DE LA MEZCLA C2
Tetradecanoato de etilo

Pentadecanoato de etilo

Hexadecanoato de metilo

E-9-hexadecenoato de etilo

Hecadecanoato de etilo

(Z,2,2)-9,12,15-octadecatrienoato de metilo
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9-octadecenoato de metilo

Octadecanoato de metilo

9,12-octadienoato de etilo

9,12,15-octatrienoato de etilo

Oleato de etilo

(E)-9-octadecenoato de etilo
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ANEXO A5 ANALISIS ESPECTROSCOPICO Y CROMATOGRAFICO DE LA MEZCLA C3
A5.1 ESPECTRO INFRARROJO DE LA MEZCLA C3
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A5.2 ESPECTRO DE RMN'H DE LA MEZCLA C3
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A5.3 CORRIENTE IONICA RECONSTRUIDA DE LA MEZCLA C3
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A5.4 ESPECTROS DE MASAS DE LOS COMPONENTES DE LA MEZCLA C3
Hexadecanoato de metilo

Acido n-Hexadecanoico

Hexadecanoato de etilo

(Z)-11-Hexadecenil acetato
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ANEXO A6. ANALISIS ESPECTROSCOPICO Y CROMATOGRAFICO DE LA SUSTANCIA C4
A6.1 ESPECTRO DE UV-Vis DE LA SUSTANCIA C4
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A6.2 ESPECTRO DE RMN'H DE LA SUSTANCIA C4
A6.2.1 AMPLIACION ENTRE & 0,2 Y § 7,6 DEL ESPECTRO DE RMN"H DE LA SUSTANCIA C4

ANEXOS
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A6.2.2 AMPLIACION ENTRE & 5,1 Y § 7,7 DEL ESPECTRO DE RMN'H DE LA SUSTANCIA C4

N
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A6.2.3 AMPLIACION ENTRE & 2,6 Y & 3,2 DEL ESPECTRO DE RMN'H DE LA SUSTANCIA C4

"
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A6.3 ESPECTROS RMN™C / DEPT 135 DE LA SUSTANCIA C4
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A6.4 ESPETRO COSY DE LA SUSTANCIA C4

5.0 7.0 8.0 5.0 4.0 3.0 20 1.0 0.0
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A6.5 ESPECTRO HMQC DE LA SUSTANCIA C4
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A6.6 ESPECTRO HMBC DE LA SUSTANCIA C4
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A6.6.1 AMPLIACION ESPECTRO HMBC ENTRE & 8.0 HASTA & 5.0 PPM RESPECTO A RMN'H Y ENTRE 40 PPM HASTA 180 PPM RESPECTO A RMN**C
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A6.7 PERFIL CROMATOGRAFICO OBTENIDO POR HPLC-DAD PARA LA SUSTANCIA C4
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ANEXO A7. ANALISIS ESPECTROSCOPICO Y CROMATOGRAFICO DE LA SUSTANCIA C5
A7.1 ESPECTRO UV-Vis DE LA SUSTANCIA C5

ANEXOS
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A7.2 ESPECTRO DE INFRARROJO DE LA SUSTANCIA C5

A7.3 ESPECTRO DE RMN'H DE LA SUSTANCIA C5
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A7.3.1 AMPLIACION DEL ESPCTRO DE RMN"H DE LA SUSTANCIA C5 ENTRE § 1,0Y 6 7,8
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DEPT 135 DE LA SUSUTANCIA c5

ANEXOS
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A7.5 ESPECTRO COSY DE LA SUSTANCIA C5
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A7.6 ESPECTRO HMQC DE LA SUSTANCIA C5
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A7.7 ESPECTRO HMBC DE LA SUSTANCIA C5

A7.7.1 AMPLIACION DEL ESPECTRO DE HMBC DE LA SUSTANCIA C5 ENTRES 8.0 Y § 6.0PPM CON RESPECTO A RMN'H Y ENTRE 0 PPM Y 230 PPM CON RESPECTO A RMN**C
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A7.7.2 AMPLIACION DEL ESPECTRO DE HMBC DE LA SUSTANCIA C5 ENTRES 2.0 Y 6 4.0PPM CON RESPECTO A RMN'H Y ENTRE 0 PPM Y 80 PPM CON RESPECTO A RMN*’C
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A7.8 CORRIENTE IONICA RECONSTRUIDA DE LA SUSTANCIA C5
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A7.9 PERFIL CROMATOGRAFICO OBTENIDO FOR HPLC-DAD PARA LA SUSTANCIA c5

o, s0
0,55 T
0,50
0,45
n,40
0,35
n,30
0,25
0,20
i
o
0,15 o
'
o, 10
—
0,05 4 g ) . _—_— e o
el o %998 o5 =mp 8ol oasm 22853t B § o8
e = e THO o o e - w L wo = I~
e oA Eﬁ w oo ] = = I R v v ‘o ‘0
I:IJ' I:ID '-t:h:.:'l"- _._\__'_,_,-‘_'ﬂl\-.o-\_—'_:' - _'_2 PO M i e s _Aq‘q' i " I,_r"-\"""‘-\-\_\__,_ e
LSS R L L L R L R R R R R B B L A R L R R A R A A B ) R A R R R R ARRA R
1 5 10 15 20 25 30 35 40 45 | 55 60 65 T

Retention Time (min]

ANEXOS




ANEXO A8. PERFILES CROMATOGRAFICOS Y ESPECTROS UV-Vis DE LOS EXTRACTOS ETANOLICOS OBTENIDOS
A8.1 ESPECTRO UV-Vis DEL EXTRACTO ETANOLICO DE EPICARPIO DE COCONA OVALADA
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A8.2 PERFIL CROMATOGRAFICO OBTENIDO POR HPLC-DAD DEL EXTRACTO ETANOLICO DE EPICARPIO DE COCONA OVALADA
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A8.3 ESPECTRO UV - Vis DEL EXTRACTO ETANOLICO DE EPICARPIO DE COCONA REDONDA PEQUENA
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A8.4 PERFIL CROMATOGRAFICO OBTENIDO POR HPLC-DAD DEL EXTRACTO ETANOLICO DE EPICARPIO DE COCONA REDONDA
PEQUENA
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A8.5 ESPECTRO DE UV - Vis DEL EXTRACTO ETANOLICO DE EPICARPIO DE COCONA REDONDA GRANDE
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A8.6 PERFIL CROMATOGRAFICO OBTENIDO POR HPLC-DAD DEL EXTRACTO ETANOLICO DE EPICARPIO DE COCONA REDONDA
GRANDE
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A8.7 ESPECTRO UV - Vis DEL EXTRACTO ETANOLICO DE MESOCARPIO DE COCONA OVALADA
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A8.8 PERFIL CROMATOGRAFICO OBTENIDO POR HPLC-DAD DEL EXTRACTO ETANOLICO DE MESOCARPIO DE COCONA OVALADA
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A8.9 ESPCTRO UV-Vis DEL EXTRACTO ETANOLICO DE MESOCARPIO DE COCONA REDONDA PEQUENA
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A8.10 PERFIL CROMTAORAFICO OBTENIDO POR HPLC-DAD DEL EXTRACTO ETANOLICO DE MESOCARPIO DE COCONA REDONDA
PEQUENA
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A8.11 ESPECTRO UV-Vis DEL EXTRACTO ETANOLICO DE MESOCARPIO DE COCONA REDONDA GRANDE
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A8.12 PERFIL CORMATOGRAFICO OBTENIDO POR HPLC-DAD DEL EXTRACTO ETANOLICO DE MESOCARPIO DE COCONA REDONDA
GRANDE
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ANEXO A9. CORRIENTES IONICAS RECONSTRUIDAS OBTENIDAS PARA LOS METABOLITOS
VOLATILES DETERMINADOS

A9.1 CORRIENTE IONICA RECONSTRUIDA DE METABOLITOS VOLATILES EN EL
MORFOTIPO OVALADO EXTRAIDOS POR DESTILACION EXTRACCION SIMULTANEA
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A9.2 CORRIENTE IONICA RECONSTRUIDA DE METABOLITOS VOLATILES EN EL
MORFOTIPO OVALADO EXTRAIDOS POR MICRO EXTRACCION EN FASE SOLIDA

196



Estudio comparativo de metabolitos fijos y volatiles en tres morfotipos de cocona (Solanum sessiliflorum Dunal)
procedentes del departamento del Guaviare
Juliana Erika Cristina Cardona Jaramillo

A9.1 CORRIENTE IONICA RECONSTRUIDA DE METABOLITOS VOLATILES EN EL
MORFOTIPO REDONDO PEQUENO EXTRAIDOS POR DESTILACION EXTRACCION
SIMULTANEA
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A9.2 CORRIENTE IONICA RECONSTRUIDA DE METABOLITOS VOLATILES EN EL
MORFOTIPO REDONDO PEQUENO EXTRAIDOS POR MICRO EXTRACCION EN FASE SOLIDA
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A9.1 CORRIENTE IONICA RECONSTRUIDA DE METABOLITOS VOLATILES EN EL
MORFOTIPO REDONDO GRANDE EXTRAIDOS POR DESTILACION EXTRACCION
SIMULTANEA
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A9.2 CORRIENTE IONICA RECONSTRUIDA DE METABOLITOS VOLATILES EN EL
MORFOTIPO REDONDO GRANDE POR MICRO EXTRACCION EN FASE SOLIDA

200



Estudio comparativo de metabolitos fijos y volatiles en tres morfotipos de cocona (Solanum sessiliflorum Dunal)
procedentes del departamento del Guaviare
Juliana Erika Cristina Cardona Jaramillo

ANEXO A10.ANALISIS MULTIVARIADO REALIZADO PARA LOS METABOLITOS VOLATILES
DETERMINADOS
A10.1 ANALISIS DE COMPONENETES PRINCIPALES

Tabla A10.1.1 Varianza total explicada

Sumas de las saturaciones al cuadrado de la
Autovalores iniciales extraccion
% de la % de la
Componente Total varianza % acumulado Total varianza % acumulado
1 27,011 39,146 39,146 27,011 39,146 39,146
2 16,685 24,181 63,327 16,685 24,181 63,327
3 11,325 16,413 79,740 11,325 16,413 79,740
4 9,522 13,800 93,540 9,522 13,800 93,540
5 4,457 6,460 100,000 4,457 6,460 100,000

Método de extraccion: Analisis de Componentes principales.

Tabla A10.1.2. Matriz de componentes®

Componente
1 2 3 4 5
717 -458 ,087 ,759 -,233 -,390
719 -,064 -,636 ,019 ,746 187
729 -,021 -,637 -,085 746 172
730 -579 ,364 725 -,017 ,081
732 -,021 -,637 -,085 ,746 A72
736 -,021 -,637 -,085 ,746 A72
739 -,021 -,637 -,085 746 172
755 -,021 -,637 -,085 ,746 172
761 -,021 -,646 -,088 ,740 ,164
910 -,530 ,662 -470 ,239 -,046
913 -,530 ,662 -,470 ,239 -,046
1019 327 -,156 -,081 -,286 -,883
1024 ,383 -,126 -,074 -,275 -,870
1029 -,013 -,270 -,343 -675 ,594
1042 -,530 ,662 -,470 ,239 -,046
1053 -,367 ,100 913 -112 ,100
1058 ,884 435 ,096 122 ,074
1073 - 717 ,660 174 142 ,023
1089 -,530 ,662 -,470 ,239 -,046
1095 ,395 -119 -072 -,272 -,866
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Tabla A10.1.2. Matriz de componentes®

Componente
3
1098 -,704 ,624 -,251 -,057 221
1103 - 717 ,658 ,182 ,140 ,024
1173 -,367 ,100 913 -112 ,100
1178 -,530 ,662 -,470 ,239 -,046
1183 -,404 ,070 -,103 -,748 511
1191 ,358 -273 -,367 -,811 ,069
1196 ,207 -,254 -,366 -,763 420
1201 -118 -,103 -,404 -,740 514
1206 -637 ,701 -,240 214 -,021
1212 258 -,153 -,340 -,746 488
1277 -716 ,631 272 119 ,034
1291 ,884 435 ,096 122 ,074
1374 -,530 ,662 -470 ,239 -,046
1403 -,374 ,599 -,549 -211 ,395
1418 -,367 ,100 913 -,112 ,100
1421 -,367 ,100 913 -112 ,100
1462 884 435 ,096 122 ,074
1467 -,530 ,662 -,470 ,239 -,046
1469 ,884 435 ,096 122 ,074
1499 ,884 435 ,096 122 ,074
1505 -,367 ,100 913 -112 ,100
1552 ,884 435 ,096 122 ,074
1564 -,021 -,637 -,085 746 172
1576 -,530 ,662 -470 ,239 -,046
1580 -,530 ,662 -470 ,239 -,046
1584 -,600 ,740 -,207 221 -,013
1673 ,884 435 ,096 122 ,074
1674 -,304 -,430 ,647 ,508 216
1681 ,884 435 ,096 122 ,074
1692 -,367 ,100 913 -,112 ,100
1710 ,884 435 ,096 122 ,074
1717 ,884 435 ,096 122 ,074
1721 - 714 ,620 ,304 112 ,037
1743 - 717 644 ,232 129 ,030
1746 ,884 435 ,096 122 ,074
1750 ,884 435 ,096 122 ,074
1824 -,704 ,584 ,391 ,090 ,047
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Tabla A10.1.2. Matriz de componentes®

Componente
1 3 5
1827 ,884 435 ,096 122 ,074
1842 ,884 435 ,096 122 ,074
1847 ,884 435 ,096 122 ,074
1869 ,884 435 ,096 122 ,074
1873 -,706 ,635 ,287 119 ,037
1878 ,884 435 ,096 122 ,074
1961 ,884 435 ,096 122 ,074
1964 ,884 435 ,096 122 ,074
1973 -,367 ,100 ,913 -112 ,100
1994 ,884 435 ,096 122 ,074
2067 ,839 461 ,253 ,105 ,093
2070 ,884 435 ,096 122 ,074
Método de extraccion: Analisis de componentes principales.
a. 5 componentes extraidos
llustraciéon A10.1 Grafico de los componentes principales
Grafico de componentes
1,07
@1089
@1206 @1584
@103 0_0 1042
@1277 @ 0?3@1@4_31 0@913 o @1403
0.5 @109s@1721 Q2067 _ @098
@730 o
o @1469 @1462
: @173
717@1053
E @'1'2?00 @148
S oo @1183 @101 @1212 @1024
o o @1019
E oo0® @oss
o @1029 @1191
© S @
1674 @
o
0,5
@738
0Q
@732 @719
-1,0
I | | 1 I
410 05 0,0 05 1,0

Componente 1
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A10.2 ANALISIS CANONICO DE DISCRIMINANTES

Tabla A10.2.1 Variables que no

asan la prueba de tolerancia®

Varianza intra-grupo Tolerancia Toleranciaminima
1469 ,024 ,000 ,000
1499 ,022 ,000 ,000
1552 ,022 ,000 ,000
1673 ,756 ,000 ,000
1681 ,058 ,000 ,000
1710 ,785 ,000 ,000
1717 ,028 ,000 ,000
1746 3,271 ,000 ,000
1750 147 ,000 ,000
1827 ,005 ,000 ,000
1842 493 ,000 ,000
1847 ,007 ,000 ,000
1869 ,660 ,000 ,000
1878 ,049 ,000 ,000
1961 ,118 ,000 ,000
1964 ,010 ,000 ,000
1994 ,009 ,000 ,000
2067 3,767 ,000 ,000
2070 ,023 ,000 ,000
1584 ,715 ,000 ,000

Todas las variables que cumplan los criterios de tolerancia se introducen

simultaneamente.

a. El nivel de tolerancia minimo es ,001.

Tabla A10.2.2 Autovalores

Funcién Autovalor % de varianza % acumulado Correlacion canonica
1 36,3417 100,0 100,0 ,987
2 ,0097 ,0 100,0 ,095

a. Se han empleado las 2 primeras funciones discriminantes candnicas en el analisis.
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Tabla A10.2.3 Lambda de Wilks

Juliana Erika Cristina Cardona Jaramillo

Contraste de las

funciones Lambda de Wilks Chi-cuadrado gl Sig.
1ala2 ,027 9,073 4 ,059
2 ,991 ,023 1 ,880

Tabla A10.2.4 Coeficientes estandarizados de las funciones discriminantes canoénicas

Funciéon
1 2
1058 3,982 -469
1206 3,973 539
Tabla A10.2.5 Matriz de estructura
Funcion
1 2

1206 117 993
17172 135 -991"
14692 135 -,991°
1499° 135 -991°
15522 135 -991"
16732 135 -991"
16812 135 -,991°
1058 135 -,991°
18422 135 991"
1847° 135 -991"
19612 135 991"
17502 135 -,991"
18692 135 -991"
18782 135 -991"
17102 135 -991"
19642 135 -991"
19942 135 -991"
2070° 135 -991"
17462 135 -991°
18272 135 -991°
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Tabla A10.2.5 Matriz de estructura

Funcién
1 2
15847 163 987
2067° 295 -,955

Correlaciones intra-grupo combinadas entre las variables discriminantes y las

funciones discriminantes candnicas tipificadas

Variables ordenadas por el tamafio de la correlacién con la funcién.

*. Mayor correlacion absoluta entre cada variable y cualquier funcién

discriminante.

a. Esta variable no se emplea en el analisis.

Tabla A10.2.6 Funciones en los centroides de los grupos

Funcion
MORF 1 2
1 5,988 -011
2 -3,601 -077
3 -2,387 ,088

Funciones discriminantes canénicas no tipificadas evaluadas en las

medias de los grupos

Tabla A10.2.7 Probabilidades previas para los grupos

Casos utilizados en el analisis
MORF Previas No ponderados Ponderados
1 333 2 2,000
2 ,333 2 2,000
3 ,333 2 2,000
Total 1,000 6 6,000
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llustracion A10.2.1 Grafico de las funciones discriminantes canonicas de los compontes

volatiles de los tres morfotipos

A10.3 ANALISIS DE CONGLOMERADOS JERARQUICOS

Tabla A10.3.1 Matriz de distancias

distancia euclideana al cuadrado

Caso 1:0DES 2:GDES 3:PDES 4:0SFME 5:GSFME 6:PSFME

1:1-DES ,000 19,000 36,000 46,000 23,000 26,000
2:3-DES 19,000 ,000 31,000 45,000 24,000 27,000
3:2-DES 36,000 31,000 ,000 44,000 19,000 20,000
4:1 - SFME 46,000 45,000 44,000 ,000 29,000 26,000
5:3 - SFME 23,000 24,000 19,000 29,000 ,000 7,000
6:2 - SFME 26,000 27,000 20,000 26,000 7,000 ,000

Esta es una matrizde disimilaridades
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Tabla A10.3.2 Historial de conglomeracion

Etapa

Conglomerado que se combina

Conglomerado
1

Conglomerado
2

Coeficientes

Etapa en la que el conglomerado

aparece por primera vez

Conglomerado
1

Conglomerado
2

Proxima etapa

a A WO N -

—_

- AW

A W0 a N O

7,000
19,000
19,500
27,833
38,000

A N O O O

o o

w

o o b bW

llustracion A10.3.1 Dendograma

3-SFME

2-SFME

2-DES

1-DES

3-DES

1-SFME
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A10.4 ANALISIS )* DE CORRELACION ENTRE LOS METABOLITOS VOLATILES
DETEREMIANDOS PARA LOS TRES MORFOTIPOS ESTUDIADOS

Chi-Square Test for Heterogeneity or Independence

Case AC
+ ___________
-———+
1 Observed 4
|
Expected 3,75
2,14 |
Cell Chi-Sqg 0,02
0,01 |
+ ___________
-———+
2 Observed 3
|
Expected 2,12
1,21 |
Cell Chi-Sqg 0,36
2,64 |
+ ___________
-———+
3 Observed 0
|
Expected 1,13
0,65 |
Cell Chi-Sqg 1,13
0,65 |
+ ___________
-———+
9
Case EA
+ ___________
1 Observed | 10
Expected | 13,92
Cell Chi-Sqg | 1,10
+ ___________
2 Observed | 10
Expected | 7,88
Cell Chi-Sqg | 0,57
+ ___________
3 Observed | 6
Expected | 4,20
Cell Chi-Sqg | 0,77
+ ___________
26
Overall Chi-Square 20,12
P-value 0,2150
Degrees of Freedom 16

CAUTION:

7 cell(s)

Variable
AL AO
| 25 | 1
| 18,20 |
| 2,54 |
| 3 | 1
| 10,30 |
| 5,18 |
| 6 | 0
| 5,49 |
l 0,05 |
34 2
Variable
ER FN
4,28 1,61
0,02 0,23
2 2
2,42 0,91
0,07 1,31
2 0
1,29 0,48
0,39 0,48
8 3

AR
\ 2
1,07 \
0,00 \
| 1
0,61 \

0,26 \
f—-—_——_————_—_————
| 0

0,32 \
0,32 |
+ ___________
3
OH
+ ___________
| 5
| 6,42
| 0,32
+ ___________
| 5
| 3,64
| 0,51
+ ___________
| 2
\ 1,94
| 0,00
+ ___________
12

have expected values less than 1.0

53

30

16

99
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