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La meta final de la verdadera educacion es no solo hacer que la gente haga lo que es
correcto, sino que disfrute haciéndolo; no sélo formar personas trabajadoras, sino
personas que amen su trabajo; no sélo individuos con conocimientos, sino con amor al
conocimiento; no sélo seres puros, sino con amor a la pureza; no sélo personas justas,

sino con hambre y sed de justicia.

(John Ruskin)
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CHARACTERIZATION OF VEGETABLES TISSUE OF THE PATINOA
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CARACTERIZACAO DOS TECIDOS VEGETAIS DO FRUTO DE PATINOA
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Cristian Camilo Baquero Guerrero, Departamento de Ingenieria Quimica, Universidad de
Bogota Jorge Tadeo Lozano, cristianc.baquerog@utadeo.edu.co

1. Resumen

En esta investigacion se analizaron las caracteristicas fisicoquimicas del fruto de Patinoa
Almirajo Cuatr, endémico de la regién sur de la selva del Darién, conocido comiunmente
como Almirajo en el departamento de Chocé Colombia. Las partes del fruto estudiadas
fueron los tejidos internos como: Pulpa o endocarpio, Semilla y Mesocarpio, de los cuales
se tiene desconocimiento a nivel bioquimico.

A estos se les determind concentraciones de lipidos, proteinas y azlcares reductores en
base seca, porcentaje de humedad y cenizas, pH, s6lidos solubles totales y se realizé un
andlisis colorimétrico de cada tejido, definido en el espacio de color CIEL*ab. Se resaltan
las propiedades organolépticas del fruto y sus caracteristicas fisicas.

Junto a lo anterior, se realizd una caracterizacién cualitativa de la composicién de grupos
de lipidos encontrados en la semilla y la cuantificacién de las tres grandes familias que
componen al metabolito primario de los lipidos en este tejido con un valores de 57,32%,
35,26% y 7,42%, encontrando que este estd compuesto principalmente por lipidos no
polares de naturales triglicérida; Ademas, de un estudio cualitativo de los tipos de
carbohidratos presentes en los tres tejidos, encontrdndose que la galactosa y la glucosa
son los principales azucares en el fruto, junto con concentraciones de lactosa y almidon en
el tejido de la semilla.

Ademas, se determinaron las concentraciones de metabolitos secundarios para cada tejido
como, por ejemplo: actividad antioxidante por DPPH, polifenoles y vitamina c, en donde se
encontré que la semilla del fruto es el tejido con mayor capacidad antioxidante y que posee
una concentracion promedio de vitamina ¢ de 97,33 mg por cada 100 gramos de muestra
fresca.

Palabras clave: Almirajo, Patinoa, caracterizacion, cuantitativa, Vitamina C.
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2. Abstract

In this investigation analyzes physical and chemical characteristics of Patinoa Almirajo
Cuatr’s fruit, endemic of south Darien region and that it's meets like Almirajo in Chocd’s
department Colombia, the parts of fruit analyze was internal tissues like: Pulp or endocarp,
seed and mesocarp, which aren’t knowledge about biochemical level.

Lipid, protein and reducers sugar concentration were determinated all in dry based, moisture
percent and ash, pH, total soluble solids and it was made a colorimetric analysis to each
tissue that it was defined on CIEL*ab space color, with emphasize organoleptic
characteristics of fruit and its physical characteristics.

Besides, it was made a qualitative characterization about composition seed’s lipids groups
and quantification of three bigger family in seed’s lipids, it's finding sample seed’s lipids are
composed of non-polar lipids like triglycerides; and a quantitative study about carbohydrates
types that are presents in three tissues, joined with lactose and starch concentrations in
seed.

Also, it was determinated secondaries metabolites concentrations to each tissue like:
antioxidant activities by DPPH, polyphenols and vitamin c, where found that seed is tissue
with most antioxidant capacity and that it possesses an average concentration of vitamin ¢
of 97,33 mg by each 100 g of tissue in normal conditions.

Key Words: Almirajo, Patinoa, characterization, quantitative, vitamin c.

3. Resumo

Nesta investigagdo foram analisadas as caracteristicas fisicas e quimicas da fruta de
Patinoa Almirajo Cuatr, que é endémica da regido sul da floresta tropical do Darien (a
Colémbia), conhecida comumente como Almirajé, no departamento de Choc6 na Colémbia.
As partes da fruta que foram estudadas sdo: a polpa ou endocarpo, a semente e 0
mesocarpo, dos quais se tém desconhecimento sobre o nivel bioquimico.

Para os tecidos foram determinadas as concentraces de lipidos, proteinas e agucares
redutores em base seca, as porcentagens da umidade e cinzas, pH, sélidos sollveis totais
e realizou-se o estudo das cores de cada um dos tecidos definido no espaco da cor
CIEL*ab, ressaltando-se as propriedades organolépticas da fruta e suas caracteristicas
fisicas.

Realizou-se uma caracterizacdo qualitativa da composicdo dos grupos de lipidos da
semente e a quantificacéo das trés principais familias que compdem os lipidos deste tecido.
Ap0s o experimento, verificou-se que a galactose e a glicose sao os principais acicares no
fruto, junto com concentragfes da lactose e o amido no tecido da semente.



Além disso, determinaram-se as concentra¢des dos metabdlitos secundarios para cada um
dos tecidos como, por exemplo: atividade antioxidante pelo DPPH, polifendis e vitamina C,
onde apurou-se que a semente do fruto € o tecido com a maior capacidade antioxidante e
que esta possui uma concentragdo média da vitamina C de 97,33mg para cada 100g de
amostra em condi¢cdes normais para o fruto.

Palavras-chave: Almirajo, Patinoa, caracterizacdo, quantitativa, vitamina c.

4. Introduccioén

Gracias a la gran riqueza natural con la que cuenta Colombia y en el contexto geografico
en el que se desarrolla esta investigacion, en el departamento del Chocd, existe flora de
esta region la cual por la dificultad de acceso y de recursos, no ha podido ser estudiada;
Esto implica un desconocimiento a nivel cientifico de los aportes en macro y micronutrientes
de diversas especies vegetales; el estudio de estos nutrientes y de la flora en general sienta
las bases para el desarrollo de potenciales usos y aplicaciones en diferentes tipos de
productos para diferentes sectores industriales como pueden ser el cosmético y el de
alimentos.

Por esto, la presente investigacion se fundamenta en el analisis cientifico de tres de los
cuatro principales tejidos del futo de Patinoa Almirajo Cuatr los cuales no tienen un
aprovechamiento industrial y solo se tiene como cultivo de alimentacién de las poblaciones
asentadas en los margenes geograficos de crecimiento del fruto.

El fruto conocido cominmente como Almirajo se recolecta del arbol de nombre cientifico
Patinoa Almirajo Cuatr (Cuatrecasas, 1953) que se encuentra en las inmediaciones del rio
Atrato en las zonas selvéticas del departamento del Choco, en la parte mas austral de la
conocida region del Darién. Esta region es reconocida por presentar los mas altos niveles
en precipitacién del mundo y ser zona de abundante diversidad bioldgica. Puede decirse
gue el fruto de Patinoa Almirajo Cuatr es de caracter exético y endémico de esta region,
que se produce solo en esta zona del mundo, utilizado por las poblaciones indigenas de las
regiones adyacentes al margen del rio Atrato y zonas internas de la selva Chocoana desde
sus asentamientos en lo que hoy se conoce como departamento del Chocé, y mas tarde
por las poblaciones afrodescendientes que se establecieron en ésta (Cuatrecasas, 1953).

Este fruto desconocido para el mundo y que solo es encontrado en los lugares
anteriormente mencionados, fue descrito por primera vez por el botanico espafiol José
Cuatrecasas Arumi; quien realiz6 un estudio de la taxonomia y morfologia de la flora y el
fruto del arbol, junto con la ayuda del Agrénomo colombiano Victor Manuel Patifio, descrito
esto en su articulo “Un nouveau genre de Bombacées”, Patinoa (Cuatrecasas, 1953).
Segun las investigaciones realizadas por los cientificos mencionados y muestras existentes
de las partes de la flora y fruto encontradas en el Herbario Nacional Colombiano desde la
década de los afios 50, el arbol pertenece a la division Magnoliophyta, clase Magnoliopsida,
familia de las Malvaceae, género Bombacaceae (Cuatrecasas, 1953).



En sus caracteristicas podemos encontrar que la altura promedio de los arboles de Patinoa
Almirajo cuatr es de 10 a 15 m y posee entre 20 a 25 cm de diametro (Cuatrecasas, 1953),
caracteristica que dificulta su cosecha y por lo tanto, debe ser recogido de manera manual
luego de que caer al suelo por efecto de su peso. Algunos animales como el Cuzumbo
(Nasua Narica), el cual se encuentra por toda américa central y la zona del Choco
biogeogréfico, es el responsable de la diseminacion de las semillas y por efectos de su
consumo, a la proliferacion del cultivo por toda la zona del rio Atrato y la selva humeda;
principal ecosistema del departamento del Chocé (Patifio & Centro Internacional de
Agricultura Tropical., 2002)(Romero Z et al., 2018). Los lugarefios asentados en los
territorios en donde se da el Almirajo le llaman cultivo de pancoger lo que indica que
solamente es de consumo y no un cultivo de explotacién industrial y en donde éste aporta
las necesidades alimentarias para la poblacién que lo consume (Rivas A, Pazos, Castillo C,
& Pachon, 2010), la cual le atribuye propiedades benéficas para la piel y afrodisiacas, que
no se han confirmado a través de estudios cientificos.
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Fig. 1. llustracion fruto de Patinoa Almirajo Cuatr
(Cuatrecasas, 1953).

Debido a esta deficiencia en informacién es que esta investigacion tiene como finalidad
hacer visible el potencial que aportan frutos endémicos y exéticos como Patinoa Almirajo
Cuatr al desarrollo biotecnoldgico, industrial y académico del pais. Por esto, con esta
investigacion se busca abrir la puerta al desarrollo cientifico y de aplicacion de este fruto
junto con el de la regi6on en el que se produce, dando asi valor agregado a nuestra
diversidad biolégica, nuestra cultura, nuestros conocimientos tradicionales y nuestro
conocimiento cientifico.



5. Metodologia
5.1. Materiales y Métodos

5.1.1. Pruebade Humedad

La muestra fresca se dispone en una bandeja de ceramica previamente pesada, esta se
calienta en un horno convectivo durante 48 horas, entre 60 y 40°C (AOAC, 2000).

La expresion para determinar la concentracion de agua en la muestra esta dada por:

Mbms — Mbv

oy, P (1 =—_"""
% ©/p Humedad (1 Vb —b

) * 100 (Ecuacién 1)

Donde:

— Mbms: Masa de la bandeja con muestra secaen g.
— Mbmh: Masa de la bandeja con muestra frescaen g.
— Mbv: Masa de la bandeja vacia en g.

5.1.2. Prueba de Cenizas

Se toma una porcién de la muestra fresca, la cual se dispone en un crisol previamente
pesado, la muestra se calcina a 550 +/- 25°C durante 3 h (AOAC, 2000).

La concentracion de cenizas en la muestra se determinara por la expresion:

Mcc — Mcv

m* 100 (Ecuaczon 2)

% p/p Cenizas =

Donde:

— Mecc: Masa del crisol con cenizas en g.
— Mcm: Masa de crisol con muestra fresca en g.
— Mcv: Masa de crisol vacio en g.

5.1.3. Anaélisis colorimétrico

Se toma una porcion de muestra problema ya sea humeda o seca y se dispone en la base
de una caja de Petri, se agita suavemente para homogeneizar la superficie y que esta quede
lo mas plana posible, sobre esta se coloca el instrumento de medicion de color previamente
calibrado y seleccionado el espacio da color a medir (instrumento Chroma Meter CR-410).



Luego se realiza la lectura de color y se registran los datos para el color de la muestra
reportados por el instrumento (Konica Minolta, 2018).

Mediante las siguientes expresiones se pueden determinar los diferentes valores para
indice de color (IC*), cromaticidad (C*) y angulo de tono (H°) de las muestras analizadas
(Vignoni, Césari, Forte, & Mirabile, 2006)(Gonzéalez & Vicente, 2015):

*

IC* = b * 1000 (Ecuacion 3)
C* = J(a*)? + (b*)? (Ecuacion 4)
. b* .

H = tan™! (E) (Ecuacién 5)

Donde:

— L":Indice de luminosidad.
— a*:Coordenada cromatica en el eje rojo — verde.
— b*:Coordenada cromatica en el eje amarillo — azul.

5.1.4. Analisis de solidos solubles totales

Se toma un refractébmetro para analisis de grados brix, y se agregan gotas de extracto de
azucares (Ver metodologia de extraccidon de azucares) hasta que el lector o prisma del
instrumento este totalmente tapado de dicha solucion y leer el indice de refraccion de dicha
muestra, reportar la lectura como grados brix lo cual representan los g de sacarosa por cada
100 g de solucién azucarada (Ramirez-L6pez, Vélez-Ruiz, Pomedn, & Velasquez-Aglero,
2008)(Nielsen, 2010).

5.1.5. Andlisis de pH

Se Toman 5 g de muestra seca y se disponen en un erlenmeyer junto con 50 ml de agua,
se agita durante 20 minutos, se filtra la mezcla y se mezcla (Nielsen, 2010), al liquido
obtenido se le mide el pH con un pH metro digital, reportando la temperatura a la cual se
realiza la medicion.

5.1.6. Extracciéon y Cuantificacion de lipidos

Siguiendo la fundamentacion del método de extraccion de material lipidico de Bligh and
Dyer (Bligh & Dyer, 1959), se toman 0,5 g de muestra seca, se dispone en un embudo de



decantacién con 20 ml de metanol y 10 ml de cloroformo y se agita; se agregan 10 ml de
agua y se agita nuevamente; luego, se adicionan proporciones de cloroformo y agua
esperando a que la muestra se suspenda en el embudo de decantacion. Al final dicho
sistema debe tener relaciones de (2:2:1.8) para cloroformo, metanol y agua;
respectivamente y luego que las fases presentes en el embudo estén totalmente
traslucidas, la fase inferior se extrae en un bal6n de fondo redondo.

A la mezcla dentro del embudo de decantacién se le agregan 20 ml de cloroformo a modo
de lavado, se agita y se extrae en el balon de fondo redondo bajo las condiciones
mencionadas para la primera extraccion, luego se rotoevapora dicha mezcla para obtener
el material lipidico (Bligh & Dyer, 1959).

Para obtener el valor de concentracion de lipidos en la muestra seca empleada para el
analisis, se utilizara la expresion:

N Mbl — Mb 3
% ©/p lipidos = —im 100 (Ecuacioén 6)

Donde:

— Mbl: Masa de balén con lipidos en g.
— Mb: Masa de balon vacio en g.
— Mm: Masa inicial de muestra en g.

5.1.7. Fraccionamiento de lipidos por cromatografia en placa delgada (TLC)

Se toma una placa de silica gel tipo G con medidas de 10 cm x 5 cm, se traza una franja
superior y una inferior de 0,7 cm y 1 cm, respectivamente, las cuales serviran como limites
para el ensayo cromatografico, en el limite inferior de la placa se disponen 80 mg de
muestra de lipidos disuelta en hexano en 4 bandas (Christie & Han, 2010).

Se ubica la placa con la muestra de lipidos en un recipiente de vidrio con el sistema de
solventes (Hexano, dietiléter y acido formico) en proporciones volumétricas de (80:20:2);
respectivamente, se tapa el recipiente y se esperar a que el sistema de solventes llegue
hasta el limite superior de la placa y se retira (Christie & Han, 2010).

En seguida se llevar la placa a calentamiento para su secado y posteriormente se introduce
durante un minuto en una solucién de &cido sulfirico metanolico, se retira la placa de la
solucion, se seca y se lleva nuevamente a calentamiento hasta que se observe una
disposicion de bandas oscuras a lo largo de la placa como se observa en la Figura 1
(Christie & Han, 2010).
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Fig. 2. Representacion de separacién de grupos de lipidos tras el arrastre con el
sistema de solventes (Christie & Han, 2010).

Donde la disposicion de lipidos de arriba hacia abajo de la placa es:

— Esteres de Colesterol — 1,3 —diacilgliceridos
— Triacilgliceridos — 1,2 —diacilgliceridos
— Acidos grasos libres —  Monoacilgliceridos
— Colesteroles o Fitoesteroles — Fosfolipidos

5.1.8. Fraccionamiento de lipidos compuestos por cromatografia en placa delgada
(TLC)

Siguiendo los mismos lineamientos del ensayo de fraccionamiento de lipidos por
cromatografia en placa delgada, se toma el mismo tipo de placa con las dimensiones,
cantidad de muestra y nimero de bandas ya especificadas, se dispone en un recipiente de
vidrio con acetato de etilo, isopropanol, cloroformo, metanol y una solucién cloruro de

potasio en proporciones volumétricas de (25:25::25:10:9); respectivamente (Christie & Han,
2010).

Se deja la placa en el sistema de tal forma que este llegue hasta el limite superior de la
misma y se continda con los pasos especificados en el procedimiento anterior.

Al finalizar el ensayo se observara una disposiciéon de bandas a lo largo de la placa como
se observa en la Figura 2 (Christie & Han, 2010).
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Fig. 3. Representacién de separacion de grupos de lipidos tras el arrastre con el

sistema de solventes (Christie & Han, 2010).

Donde:

MGDG: Monogalactosildiacilglicerol.
DGDG: Digalactosildiacildiglicerol.
PE: Fosfatidiletanolamina.

PG: Fosfatidilglicerol.

5.1.9. Cuantificacién de lipidos por clase

SQDG: Sulfoquinovosildiacilglicerol.
PS: Fosfatidilserina.
PC: Fosfatidilcolina.

Se disponen 5 g de silica gel granular en una columna de cromatografia con filtro, conectada
a un erlenmeyer de salida lateral de 250 ml, se agregan a la columna 20 ml de cloroformo
para acondicionar la fase estacionaria y se arrastran por vacio dejando parte de solvente
en la columna, enseguida se adicionan 100 mg de lipidos en 1 ml de cloroformo junto con
la fase movil la cual contiene cloroformo, acetona y metanol cambiando el erlenmeyer para
cada solvente y se realiza el procedimiento antes mencionado (Christie & Han, 2010).

Finalmente se elimina el solvente por arrastre con

aire y mediante la siguiente expresion se

obtiene la concentracion de lipidos separados para cada fase movil:

% Llpidosseparados

Donde:

A: Masa de erlenmeyer con lipidos en g.

B: Masa de erlenmeyer vacio en g.

C: Masa inicial de lipidos en g.

=——-=x100
C *

(Ecuacion 7)



5.1.10. Cuantificacién de proteina bruta por método Kjeldahl

Siguiendo la fundamentacion del método Kjeldahl y la metodologia de uso del equipo de
digestion UDK 129 de la compafia Velp Scientifica (AOAC, 2000) (Velp Scientifica-
Operating Manual UDK 129 Kjeldahl Method., n.d.), se toman 0,5 g de muestra seca y se
agregan a un tubo de digestion con 13 ml de &cido sulftrico al 98% de pureza si la muestra
es vegetal. Si la muestra es una semilla o fruto seco se agregan 12 ml del reactivo
mencionado. Adicionalmente, se agregan 2 pastillas de catalizador que contienen sulfato
de potasio, sulfato de cobre pentahidratado y selenio (“Analytical instruments - VELP
Scientifica | Products,” 2018). Se dispone el tubo digestor con un respectivo blanco y se
calienta a 420°C durante 60 minutos (Velp Scientifica-Operating Manual UDK 129 Kjeldahl
Method., n.d.).

Se destila el liquido remanente en el tubo digestor con 75 ml de agua y 50 ml de una
solucién de hidroxido de sodio. La sustancia producto de la destilacion se recoge en 30 ml
de una solucién de &cido Bérico con indicador de Tashiro, que por Ultimo se titula con una
solucidon estandarizada de acido clorhidrico al 0,25 N registrando el volumen gastado del
agente titulante para la muestra y el blanco (Velp Scientifica-Operating Manual UDK 129
Kjeldahl Method., n.d.).

Para obtener el porcentaje de nitrégeno total en muestra y por ende el porcentaje de
proteina bruta en esta, se utiliza la expresién (AOAC, 2000):

14,007 * N * (V — V) * 100

(Ecuacion 8)

% Proteina bruta = % Nropqr * Fp (Ecuacion 9)
Donde:

— N:Normalidad del 4cido titulante (4cido Clorhidrico) en N.

— V:Volumen de acido gastado en la titulacion para la muestra en ml.
—  Vy:Volumen de acido gastado en la titulacién para el blanco en ml.
— m:Masa de la muestra en g.

— Fp:Factor proteico.

5.1.11. Extraccion de azlcares y antioxidantes por método Soxhlet

Se toma 1 g de muestra seca puesta en un papel filtro sellado y se Unica en el extractor
Soxhlet de 50 ml. En el balén del montaje se agregan 70 ml de solvente para la extraccion,
se acopla al montaje a un condensador de bolas, y se calienta el sistema hasta pasados 3
horas del primer termosifon, se desmonta y se dispone el extracto liquido en frascos ambar
que se refrigeran a 4°C, si es necesario el cartucho de extraccién puede ser secado y



guardado para posteriores andlisis (Montero-Alpirez, Toscano-Palomar, Pérez-Pelayo,
Torres-Ramos, & Belefio-Cabarcas, 2014).

El extracto acuoso se empleara posteriormente para el andlisis de azucares reductores y el
etandlico para la determinacion de polifenoles y actividad antioxidante.

5.1.12. Cuantificacién de azlucares reductores por método de DNS

Para la cuantificacion de azlcares reductores se realiza una curva patrén de glucosa con
concentraciones de 0,083 g/L hasta 0,5 g/L (Ramona; Rivas Pérez, Bernarda; Hernandez
Motzezak, Rémulo; Chirinos, 2012).

Para cada solucién se toman 5 ml y se agregan a un tubo de ensayo junto con 0,5 ml de
reactivo de Acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS) y se lleva a bafio de agua en ebullicion por 1
hora de tal forma que el color de la solucién vire de entre amarillo brillante a rojo ladrillo,
luego se lleva a bafio de hielo y por ultimo se lee la solucién en un espectrofotometro a 540
nm (Ramona; Rivas Pérez, Bernarda; Hernandez Motzezak, Rémulo; Chirinos, 2012).

Para el analisis de las muestras problema, se toman 5 ml de soluciéon de extracto de
azucares (Ver metodologia de extraccion de azucares), y se siguen las etapas enunciadas
para la cuantificacion de azucares reductores.

La expresion para determinar la concentracion de azucares en la muestra seca utilizada
para la extraccion esta dada por:

% p/p Azlcares = — = *100 (Ecuacién 10)

Donde:

— (C:Concentracion de azucares extraidos en g/L.

— F:Factor de diluciéon de la muestra de extracto analizada.
—  V:Volumen de solucion de extraccion en ml.

— m:Masade extraciénen g.

5.1.13. Formacién de Osazonas

Para la formacién de osazonas se toma 1 ml de acido acético dispuesto en un tubo de
ensayo con 3 ml de agua y 1 ml de fenilhidrazina, se agita a velocidad baja y se agregan 2
ml de solucién de extracto de azlcares (Ver metodologia de extraccidon de azucares), se
agita nuevamente y se dispone el tubo de ensayo en un bafio en ebullicibn durante 40



minutos, por ultimo se sumerge el tubo de ensayo en un bafio de hielo durante 25 minutos
(Rendina, 1974).

Para la visualizacion de las osazonas formadas se toman los cristales que precipitan tras la
reaccién y se observan bajo un microscopio a bajo aumento, utilizando como guia para su
identificacién la figura 4.

Fig. 4. Representacion de osazonas vista bajo microscopio de baja potencia (Rendina,
1974).

Donde:
— A:Glucosazona — D:Maltosazona.
— B:Galactosazona. — E:Fenilhidrazona de Manosa.
— C:Lactosazona. — F:Xilosazona.

5.1.14. Ensayo de actividad antioxidante

Se toma 1 ml de solucién de extracto etandlico (Ver metodologia de extraccion etandlica)
agregada a un tubo de ensayo junto con 3,9 ml de solucion de DPPH (2,2-difenil-1-
picrilhidrazil) a 10 uM, se agita suavemente, se lee inmediatamente en un espectrofotdbmetro
a 515 nm y durante intervalos de tiempo definidos, la concentracion de las sustancias
antioxidantes seréa reportada en uM de trolox (Martinez, 2010) (Watson, 2014).



Para la curva de calibracion se preparan soluciones con concentraciones de 12 a 4 uM de
DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil), se leen inmediatamente en un espectrofotémetro a las
condiciones ya especificadas y por una Unica vez (Martinez, 2010).

Para el andlisis de reduccién de DPPH se toma la siguiente expresion que define el
porcentaje de inhibicion de DPPH frente a la muestra antioxidante a los diferentes intervalos
de lectura (Watson, 2014):

I [A1 — Ao] g
% Inhibicion DPPH = —x 100 (Ecuaciéon 11)
0

Donde:

— Aj:Absorbancia de la muestra
— Ay Absorbancia del blanco.

5.1.15. Cuantificacion de Polifenoles

Se agregan 50 uL de extracto etanélico (ver metodologia de extraccion etandlica) a un tubo
de ensayo junto con 1,58 ml de agua y 100 uL de reactivo Folin-Ciocalteau y se mezclan
en un vortex a velocidad baja, se adiciona al tubo de ensayo 300 uL de soluciéon de
carbonato de sodio, se mezcla en un vortex a velocidad baja nuevamente y se incuba
durante dos horas a temperatura ambiente en condiciones de baja luminosidad. Por altimo,
se lee a 765 nm junto con un blanco, la concentracion seréa reportada en mg/L equivalentes
de acido galico (Wrolstad et al., 2005).

Para la construccion de la curva de calibracién se utilizan concentraciones 5 a 200 mg/L y
se realiza el procedimiento anterior para esta solo es necesario encubar durante 6 minutos
(Wrolstad et al., 2005).

La expresién para determinar la concentracién de polifenoles en la muestra fresca utilizada
para la extraccion esta dada por:

¢ + (zo00)

100 (Ecuacion 12)

mg de acido galico equ por g muestra fresca =

Donde:

C: Concentracion de solucion en mg acido galico/L.
— V:Volumen de solucion de extracciéon en ml.

m: Masa de muestra seca empleada en la extraccion en g.
— j:Pocentaje de humedad de la muestra.



5.1.16. Cuantificacion de Vitamina C

El analisis en la concentracién de vitamina C o &cido ascorbico utiliza una solucién de
indofenol la cual se prepara agregando 42 mg de bicarbonato de sodio junto con 50 mg de
2,6-dicloroindofenol en un bal6n aforado de 250 ml. Ademas se prepara una solucién de
acido metafosforico-acido acético agregando 20 ml de una solucion de &cido acético a un
balon aforado de 250 ml junto con 7,5 g de acido metafosférico; y una solucién estandar de
acido ascorbico al 0,1% (Nielsen, 2010)(AOAC, 2000).

Para la obtencién de acido ascérbico en las muestra de analisis se toman 5 g de muestra
seca y se mezclan con 50 ml de agua, se agita hasta que se encuentre una mezcla
homogénea y por ultimo se filtra (Nielsen, 2010)(AOAC, 2000).

La estandarizacion de la solucion de indofenol se realiza agregando 2 ml de solucion de
acido ascorbico estandar y 5 ml de solucion de &cido metafosforico-acido acético a un
erlenmeyer y se titula con la solucién de indofenol hasta que persista un color rosado tenue,
se registra el valor del volumen de agente titulante. Luego, se agrega agua con el valor de
indofenol gastado a un erlenmeyer con 7 ml de acido metafosférico-acido acético y se titula
nuevamente hasta obtener las condiciones ya mencionadas (Nielsen, 2010)(AOAC, 2000).

Por ultimo, se toman 2 ml de solucién acuosa de la muestra problema y se agrega a un
erlenmeyer junto con 5 ml de solucion de acido metafosforico-acido acético y se titula
nuevamente con la solucién de indofenol hasta obtener las condiciones ya mencionadas,
registrando el volumen de agente titulante gastado (Nielsen, 2010)(AOAC, 2000).

La expresion que determina la concentracion de Acido ascorbico en la muestra analizada
esta dada por (Nielsen, 2010):

mg de acido ascorbico *—B) (F) (V) (Ve *j) . i 1a
= — sl—] %= %
g de muestra fresca E Y m (Ecuacion 13)

mg de acido ascoérbico en sln estandar

= Ecuacion 14
m en titulaciéon de sin estandar — ml en titulacion blancos ( )

mg de acido ascorbico
50 ml

mg de acido ascoérbico en sln estandar = ( ) *2ml  (Ecuacion 15)



Donde:

—  X:Volumen gastado en la titulacién de la muestra en ml .
— B:Volumen gastado en la titulacion en el blanco en ml.

— E:Volumen de muestra titulada en ml.

— V:Volumen total de solucién a titular en ml.

— Y:Volumen total de solucion ya titulada en ml.

— V,:Volumen de la solucion de extraccion en ml.

— m: Masa de muestra seca empleada en la extraccién en g.
— j:Pocentaje de humedad de la muestra.

5.2. Anaélisis estadistico

Para esta investigacion se realizaron 3 réplicas por cada metodologia enunciada, para cada
uno de los 3 tipos de tejidos a analizar, los resultados de cada andlisis de caracter
cuantitativo se muestran a modo de diagrama de barras con el valor de las medias de cada
andlisis para cada uno de los tejidos estudiados, para este caso se aceptan valores no
mayores al 15% en error tipico y este se muestra en cada diagrama a modo de barra de
error. La realizacion de dichos diagramas se realizé en el programa estadistico SigmaPlot
version 14,0.



6. Resultados y Discusion

Fig. 5. Fruto de Patinoa Almirajo Cuatr (1)  Fig. 6. Fruto de Patinoa Almirajo Cuatr
y pedtnculo del fruto (2). abierto en el que se observa pulpa (1),
semilla (2), mesocarpio (3) y epicarpio (4).

El fruto del arbol Patinoa Almirajo Cuatr, es un fruto de aspecto oblongo, con un peso
promedio entre los 1,15 Kg, de color ocre oscuro y de aspecto maderoso en su exterior
como se aprecia en la figura 5, donde se divide en cuatro grandes tejidos los cuales son:
epicarpio o cascara, mesocarpio, pulpa y semilla, esto visible en la figura 6; de aspecto y
propiedades caracteristicas.

@R Mesocarpio: 12,09% BEER Semilla: 26,08%
(1 Pulpa: 15,92% | Cascara: 45,90%

Fig. 7. Proporciones del fruto de Patinoa
Almirajo Cuatr.



El tejido de mayor proporcion en el fruto es el epicarpio o cascara, con un valor de 45,90%
mostrado en la figura 7, el cual le da las caracteristicas externas a este, de color ocre oscuro
en épocas de maduracion y que refleja la edad del fruto segun su tonalidad que varia entre
el color ocre hasta llegar al color café oscuro, posee una textura maderosa, dura y aspera
al tacto, en condiciones de humedad excesiva y/o de cambios en la temperatura ambiental
este tejido es el primero en afectarse por la contaminacién respecto a hongos ya que, estos
comienzan a infectar al fruto desde la base e inicio, y es en este momento el epicarpio o
cascara pierde sus caracteristicas de dureza y se caracteriza por estar excesivamente
hamedo y fragil al tacto, rompiéndose con facilidad.

El mesocarpio se encuentra en una proporcion aproximada del 12,09% como lo muestra la
figura 7, es un tejido unido a la base del epicarpio el cual sirve como recubrimiento interno
del complejo pulpa-semilla que se aprecia en la figura 6, posee una apariencia suave al
tacto; al contacto con la pulpa presenta una textura viscosa y se desprende con facilidad. A
medida que el tejido se aproxima al epicarpio o cascara este aumenta su grado de dureza
para asi poder generar un complejo altamente resistente a impactos, es posible ver en todo
el tejido una disposicién de canales o venas las cuales podrian estar implicas en el
transporte de nutrientes para el sistema.

Fig. 8. Complejo Pulpa (endocarpio) — Semilla del fruto de Patinoa Almirajo Cuatr.

Fig. 9. Mesocarpio (1) y Pulpa (2) del fruto de Patinoa
Almiraio Cuatr.



La pulpa o endocarpio que se encuentra en una proporcién del 15,92% como lo muestra la
figura 7, posee un sabor y olor caracteristicos, con tonos dulces muy bajos, muy parecidos
a los del tamarindo, tras su etapa de maduracion sus propiedades organolépticas referentes
al sabor y olor cambian a las del banano, de aspecto viscoso y suave al tacto. Cuando el
fruto esta en época de maduracion la pulpa tiende a ser muy compacta, a tal grado de
desmoronarse cuando se abre este para su consumo, dicha caracteristica es vista en la
figura 8; tras esta etapa las propiedades del tejido cambian lo cual se evidencia por un
descenso en la viscosidad y su compactacion lo que causa que se vuelve cada vez mas
liguida como se observa en la figura 9, esta no presenta fibra alguna y no es pegajosa al
tacto.

Fig. 10. Semilla (1) del fruto de Fig. 11. Semilla (Tegumento (1) —

Patinoa Almirajo Cuatr y union Endospermo (2) — Embrién (3)) del
fentre(;z;l semilla y pedunculo del fruto de Patinoa Almirajo Cuatr.
ruto (2).

Para el ultimo tejido del fruto el cual son las semillas, por lo general entre 14 a 17 por fruto,
estas se presentan en la figura 7 con una proporcion del 26,08%, lo cual lo hace el segundo
tejido con mayor presencia en el fruto; estas son de geometria esférica como se ve en la
figura 10, estas se componen de tres sub-tejidos como se aprecia en la figura 11:
tegumento, endospermo y embrién. El tegumento cuya funcién principal es la de proteger
el endospermo y el saco embrionario de las semillas (Campbell, Urry, & Reece, 2007) esta
compuesto de una capa interior llamada testa que cubre al endospermo y que se ve como
una manto maderosao de color café oscuro, y una capa fibrosa externa llamada tegmen
con caracteristicas similares a las del algodén de color crema, suave al tacto y que esté en
contacto directo con la pulpa del fruto, esto visible en la figura 8 (Richard, 1831).



Fig. 12. Semilla (Endospermo (1) —
Embrion (2)) del fruto de Patinoa

El complejo pulpa-semilla del cual se ha hablado antes, se observa como un arreglo de
forma compacta en el interior del tejido que inicia desde el pedinculo del fruto el cual es la
region desde donde el arbol transfiere nutrientes para el crecimiento y desarrollo del fruto,
esto visible en la figura 1, de este se desprende una serie de fibras las cuales se conectan
a cada una de las semillas como lo muestra la figura 12, y es en esa zona, dentro de la
semilla en donde se encuentra el embrion del fruto.
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Fig. 13. indice de color (IC*) y Tono (H°) en espacio de color CIEL*ab para muestras
de pulpa, semilla y mesocarpio del fruto de Patinoa Almirajo Cuatr.
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Fig. 14. Cromaticidad (C*) y Luminosidad (L*) en espacio de color CIEL*ab para
muestras de pulpa, semilla y mesocarpio del fruto de Patinoa Almirajo Cuatr.

1 2 3

Fig. 15. Color en espacio de color CIEL*ab de muestras de pulpa (1), semilla (2) y
mesocarpio (3) del fruto de Patinoa Almirajo Cuatr (Nix Color Sensor., 2018).

Respecto a la coloracion de los tejidos se tienen valores de tono (H°) mostrados en la figura
13 de: 1,33, 0,39 y 1,23 para pulpa, semilla y mesocarpio; respectivamente, e indice de
color de: 4,40, 0,39y 7,51. Lo cual describe coloraciones entre el rango de los tonos amarillo
palido y naranja intenso (Vignoni et al., 2006) para el caso de la pulpa y el mesocarpio y

coloracién entre los tonos amarillos verdosos (Vignoni et al., 2006) para las semillas del
fruto.



En cuanto a la saturacion de color o cromaticidad y la luminosidad de cada tejido se
muestran en la figura 14 valores de: 46,62 y 55,09 para pulpa, 21,71 y 66,71 para semilla
y 29,03 y 47,37 para mesocarpio; lo que indica que existe una opacidad generalizada en
los tejidos del fruto. La coloracion final de cada tejido se ilustra en la figura 15 en la que se
define en el espacio de color CIEL*ab.

Comparando para el caso pulpa con los valores reportados por (Diaz-Perez, Bautista, &
Villanueva, 2000) para cromaticidad y luminosidad los cuales son de 52 y 60;
respectivamente, para el fruto Zapote mamey (Pouteria sapota), lo cual indica que habra
posiblemente una pérdida de saturacién y luminosidad en dicho tejido tras las etapas de
maduracion (Diaz-Perez, Bautista, & Villanueva, 2000).

Para el caso del mesocarpio ademas de describir las propiedades organolépticas referentes
al color del tejido, este analisis demuestra el proceso oxidativo del tejido, por ejemplo: como
lo indica el indice de color, la muestra viene de un color amarillo palido y va cambiando
hasta los tonos medios de este rango, que es el color definitivo que toma tras su proceso
de oxidacion, junto con el decaimiento en el valor de luminosidad que genera una tendencia
hacia los valores oscuros. Como se muestra en la figura 8, es posible ver las diferentes
etapas de oxidacion que sufre el tejido a lo largo de su exposicion a condiciones
ambientales.
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Fig. 16. Porcentaje de humedad para muestras de pulpa, semilla y mesocarpio del
fruto de Patinoa Almiraio Cuatr.

Fisicoquimicamente, el contenido de humedad para los diversos tejidos del fruto se
determiné como: 86,36% para pulpa, 85,18% para mesocarpio y 41,52% para las semillas,
esto mostrado en la figura 16. Si comparamos con el fruto Theobroma Glandiflorium
conocido comunmente como Copoazu, este posee valores de humedad para pulpa del
81,3% reportados por (Carvalho, Muller, Benchimol, Kate, & Alves, 1999), del 82,20%



reportados por (Souza, Silva, Tavareso, & Rodrigues, 1999), 83,9% reportado por (Galeano
& Paladines, 2014) y un valor de 87,15% reportado por (Alegria, Hoyos S, & Prado, 2007)
para la pulpa del fruto de Zapote (Matisia Cordata) de variedad Caucana.

Para el caso del porcentaje de humedad en las semillas de Patinoa Almirajo Cuatr,
comparando este valor con el de las semillas del fruto de Copoazu (Theobroma
Glandiflorium), el cual es de 65,8 % (Yate & Tapiero, 2008), 42,7% para la semilla del fruto
de Zapote Mamey (Pouteria sapota) (Laiz-Saldafia, Tovar-Miranda, Duran-de-Bazua, &
Solis-Fuentes, 2009) y 41,81% para las semillas del fruto de Zapote (Matisia Cordata)
variedad Ecuatoriana (Alegria et al., 2007).
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Fig. 17. Porcentaje de ceniza para Fig. 18. Porcentaje de materia organica
muestras de pulpa, semilla y mesocarpio para muestras de pulpa, semilla y
del fruto de Patinoa Almirajo Cuatr. mesocarpio del fruto de Patinoa Almirajo

Cuatr.

El porcentaje de ceniza en los diferentes tejidos del fruto de Patinoa Almirajo Cuatr se
muestra en la figura 17 a modo de diagrama de barras, con valores de: 1,84%, para pulpa,
2,61% para semillay 1,79% para mesocarpio, en comparacion con frutos similares, para la
pulpa del fruto de Arazd (Eugenia stipitata) de variedad brasilefia se tiene un valor de
2,037%, reportado por (Esmeralda G & Nazareno A, 2018). Referente a la semilla, se
encuentra similitud con dicho tejido del fruto de boroj6 (Borojoa Patinoi Cuatr) reportado por
(Nogales N, 2018) con un valor de 2,77% en condiciones ambientales el cual “se ve
afectado por los tratamientos agronémicos del suelo” (Nogales N, 2018) y al valor reportado
para porcentaje de ceniza por (Gonzéles Coral, 2011) para la semilla el cual es de 2,14 a
3,68% del fruto de Theobroma subincanum C. Martius conocido generalmente como
Marambillo en Pert o Cacao silvestre en la amazonia del territorio Colombiano.



Segun el estudio de dicho autor y la similitud entre las dos especies (Almirajé y Marambillo)
es posible decir que existiria una alta probabilidad de encontrar potasio, magnesio y cobre
como minerales de alta concentracion en las semillas de Patinoa Almirajo Cuatr ya que,
estos mismos elementos son los de mas alta concentracion en las semillas del fruto de
Theobroma subincanum C. Martius (Marambillo). Junto con esto se puede comparar el valor
para porcentaje de ceniza del mesocarpio de Patinoa Almirajo Cuatr con un fruto que crece
en la misma area geogréfica en la que se desarrolla este, este es el caso de Oenocarpus
bataua c. martius conocido cominmente como Milpesos, Sejé o Ungurahui, este posee un
valor reportado por (Gonzales Coral, 2011) de entre 0,62 a 1,32%.

Expresados los valores de porcentaje de humedad y ceniza para cada tejido del fruto es
posible calcular la concentracion de materia organica, esta relacion expone de manera
global la cantidad de metabolitos primarios y secundarios que se encuentran en cada
muestra del fruto y se encuentran enunciados en la figura 18, con valores para pulpa,
semilla y mesocarpio de: 11,79%, 55,86% y 13,03%; respectivamente.
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Fig. 19. Porcentaje de sdlidos solubles totales para muestras de pulpa, semilla y
mesocarpio del fruto de Patinoa Almirajo Cuatr.

Para este andlisis de solidos solubles totales el cual se encuentra a modo de diagrama en
la figura 19 se tienen valores de: 5,93, 1,60 y 4,97 °Brix para pulpa, semilla y mesocarpio;
respectivamente, si se comparan estos valores con algunos reportados para extractos de
diferentes frutos con similitud a Patinoa Almirajo Cuatr se tiene que: para el fruto de
Theobroma Glandiflorium (Copoazu) un valor de 5,7 °Brix para pulpa (Hernandez G &
Hernandez L, 2012), las cuales explican que para este valor de sélidos solubles totales se
tiene el mayor grado de maduracién, un valor de 9,0 °Brix para la pulpa de este mismo
fruto reportado por (Canuto, Xavier, Neves, & Benassi, 2010). El valor para pulpa de Patinoa
Almirajo Cuatr se encuentra en el rango de reporte para el fruto de Copoazu, esto nos indica



gque existe una proximidad en cuanto a la solubilidad de compuestos en agua, como por
ejemplo: la sacarosa, lo que también describe una similitud entre los valores de produccién
de este disacarido por parte de los dos tipos de frutos y asi es posible aproximar
caracteristicas organolépticas en estos dos frutos, de maduracion y hasta de propagacion
de agentes infecciosos como por ejemplo el de hongos.

Para la pulpa existe una similitud en el contenido de sdlidos solubles totales con una especie
introducida en los territorios de sur América y el caribe, conocida cominmente como Caja
manga en Brasil y del cual se reporta valores de 6,0 °Brix (Canuto et al., 2010), esta similitud
puede estar dada por la linea taxonémica del cual hacen parte ambas especies las cuales
pertenecen a la clase de las Magnoliopsida y las condiciones tropicales a las cuales se
desarrollan ambas.

0 -

I I Pulpa: 4,57 I Semilla: 6,67 [ Mesocarpio: 4,83 |

Fig. 20. pH de muestras de pulpa, semilla y mesocarpio del fruto de
Patinoa Almirajo Cuatr.

En cuanto al analisis de pH se determiné que para los tejidos del fruto de Almirajo, estos
poseen valores de 4,57, 6,67 y 4,83 para pulpa, semilla y mesocarpio esto mostrado en la
figura 20; respectivamente. Cabe resaltar que por las condiciones del primer y Gltimo tejido
y su disposicién en el fruto, estos tienen valores casi iguales.
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del fruto de Patinoa Almirajo Cuatr. lipidos de semilla el fruto de Patinoa Almirajo
Cuatr.

Al llevar a cabo la cuantificacién de metabolitos primarios, se determiné que los lipidos, los
cuales principalmente se encuentran en el tejido de las semillas del fruto de Patinoa Almirajo
Cuatr, con un valor de 15,35% y en segundo lugar para el mesocarpio en un 3,80% esto
enunciado en el diagrama de la figura 21, para el caso de la pulpa el valor para lipidos es
despreciable. Sabiendo que el endospermo es la zona de la semilla en la cual estan
guardados todos los grandes tipos de nutrientes como en este caso los lipidos (Campbell
et al., 2007), es de esperar que en este tipo de tejido se encuentre la mayor proporcion de
estos y se caracterice por moléculas que tengan naturaleza de alto aporte en energia tras
su metabolismo, por ejemplo si se observa la figura 22 en la que se exponen los tres
grandes grupos de lipidos de las semilla de Patinoa Almirajo Cuatr se puede decir que la
mayor parte de estos lipidos se caracterizan por poseer naturaleza no polar, lo que implica
gue estos pueden clasificarse como tipos de lipidos de reserva de energia como por
ejemplo: Tri, di y monoglicéridos.

En la figura 23 es posible notar que segun el resultado cromatografico por TLC el mayor
grupo de lipidos presentes son los triglicéridos, los cuales se evidencian como un gran
grupo de cinco elipses en la region central de la placa de silica gel. Adicionalmente, si se
observa esta misma figura, pero con un efecto de luminosidad en bordes se visualiza de
una manera mas detallada el area de dichas elipses distinguiendo las pequefias regiones
de compuestos como diglicéridos y monoglicéridos. Por tanto, sumando los efectos de estos
tres tipos de estructuras es por ello por lo que el porcentaje de concentracion para lipidos
no polares, descrito en la figura 22 a modo de diagrama de barras posee un valor de
57,32%.
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Fig. 23. Fotografia con luz blanca para fraccionamiento de lipidos por cromatografia en
placa delgada () y efecto de luminosidad en bordes (II) con disposicion de bandas de
Triglicéridos (A), Fitoesteroles (B), Diglicéridos (C), Monoglicéridos (D) y Fosfolipidos
(E) para muestra de lipidos de semilla del fruto de Patinoa Almirajo Cuatr.

El segundo y tercer grupo de lipidos los cuales hacen parte de la familia de los lipidos
compuestos en los que se encuentran los glucolipidos y los fosfolipidos que tienen como
funcion el reconocimiento extracelular y la formacion de membranas celulares (Campbell et
al., 2007). Los porcentajes en el material lipidico del tejido de semilla del fruto de Patinoa
Almirajo Cuatr mostrados en la figura 22 para este caso son de: 35,26% y 7,42%; para
glucolipidos y fosfolipidos; respectivamente, es posible evidenciar su presencia en el
analisis cromatografico de la figura 23, por ejemplo: para los fosfolipidos, estos por ser de
tan bajo afinidad al sistema de solventes no son arrastrados y se retienen en la regiéon
inferior de la placa de silica gel.

CH,—0OCR
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Fig. 24. Estructura molecular del monogalactosildiacilglicerol (Christie
& Han, 2010).



Fig. 25. Fotografia con luz blanca para fraccionamiento de lipidos compuestos por
cromatografia en placa delegada (I) y efecto de luminosidad en bordes (Il) con
disposicién de bandas de monogalactosildiacilglicerol para muestra de lipidos de
semilla del fruto de Patinoa Almirajo Cuatr.

Para el caso de los glucolipidos mediante la cromatografia para lipidos compuestos es
posible evidenciar la presencia de monogalactosildiacilglicerol o MGDG de estructura
como se muestra en la figura 24, y como se presenta en la placa de silica gel en la figura
25; cabe resaltar que para el tipo de sistema de solventes utilizado para la separacion de
lipidos compuestos Unicamente es posible aislar dichos especimenes que enuncia el
modelo ya que, existen grupos como por ejemplo el de los fosfolipidos que se separan de
manera diferentes por la afinidad a dicho sistema de arrastre.
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Fig. 26. Fotografia con luz blanca para fraccionamiento de lipidos por cromatografia
en placa delegada () y efecto de luminosidad en bordes (Il) con disposicion de
bandas de Esteres de colesterol (A), Triglicéridos (B), Acidos grados libres (C),
Fitoesteroles (D), Diglicéridos (E), Monoglicéridos (F) y Fosfolipidos (G) para muestra
de aceite de girasol comercial.

Si comparamos las bandas registradas por la cromatografia de lipidos para la muestra de
lipidos de Patinoa Almirajo Cuatr contra una muestra de aceite de girasol comercial se
puede ver como lo muestra la figura 26 que la mayor area para las bandas generadas la
tienen los triglicéridos, es por ello se afirma que la muestra de lipidos de semilla del fruto
estudiado posee en mayor concentracion al grupo de triglicéridos, ademas de tiene que
para las semillas de girasol la mayor concentracion la tienen los triglicéridos seguidos de
fosfolipidos y glucolipidos (Salgado, 2009).



Fig. 27. Fotografia con luz blanca para fraccionamiento de lipidos compuestos por
cromatografia en placa delegada (l) y efecto de luminosidad en bordes (Il) con
disposicién de bandas de monogalactosildiacilglicerol (MGDG) para muestra de
aceite de girasol.

Seguido de esto como se observa en la figura 27 y segun lo descrito por (Salgado, 2009)
existen concentraciones de glucolipidos en la muestra de aceite de girasol, en este caso
estas concentraciones se refieren al monogalactosildiacilglicerol o MGDG, para este caso
la disposicién de bandas en la placa de silica para la cromatografia de lipidos compuestos
de este Ultimo posee un area mucho mayor a la registrada para muestra de semilla de
Almirajo y esto se debe a la concentracion de este compuesto en la muestra de lipidos
utilizada en el andlisis cromatografico.

En comparacién al material lipidico de las semillas de Patinoa Almirajo Cuatr respecto a los
de las semillas de frutos como por ejemplo: Araza (Eugenia stipitata), Cocona (Solanum
sessiliflorum) y Borojo (Borojoa Patinoi Cuatr) se tiene que en términos de la concentracion
de acidos grasos libres estas poseen valores del 0,8%, 0,5% y 0,9%; respectivamente, esto
reportado por (Rodriguez-Pérez, 2005), para lo cual expone que en términos de &cidos
grasos libres la mayor proporcion se da para los de caracter insaturados.

En el caso del araza los tres grandes acidos grasos que se presentan en su aceites son:
el acido oleico, linolénico y linoleico en proporciones mayores al 9% para los dos primeros
y del 38% para el ultimo, del 54,8% en el primer acido graso libre para las semillas de
Solanum sessiliflorum (Cocona) y 33%, 7,7% y 12,4% para estos &cidos grasos en semillas
del fruto de Borojo (Borojoa Patinoi Cuatr), todo esto reportado por (Rodriguez-Pérez, 2005).
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Fig. 28. Porcentaje de proteina bruta en base seca para muestras de pulpa,
semilla y mesocarpio del fruto de Patinoa Almirajo Cuatr.

Con respecto al contenido de proteina bruta en el cual se ven involucrados todos los tipos
de compuestos nitrogenados que poseen los tres tipos de tejidos estudiados en la
investigacion, se determinaron valores mostrados en la figura 28 de: 4,68% para pulpa,
6,64% para semilla y 5,52% para mesocarpio, todo en base seca.

A partir de estos valores se puede inferir que para las semillas de Patinoa Almirajo Cuatr
este seria el segundo metabolito primario de mayor presencia luego del material lipidico.
En comparacion, la variedad pico claro de castafias europeas (Bertholletia excelsa) posee
un valor medio de 4,8% para proteina bruta (Pérez Gonzalez, Herndndez Suérez, Diaz
Romero, & Rodriguez Rodriguez, 2009) y 6,46% para castafia brasilefia (Sotero et al.,
2011).

Para el caso de la pulpa y mesocarpio, se tiene que para estos tejidos en comparacion a
los de frutos como el de Artocarpus altilis conocido cominmente en la zona del choco
biogeografico como fruto del arbol de pan, se reportan valores del 5,38% (Medina A,
Martinez G, & Bonilla F, 2007) y 5,05% para el fruto de chontaduro (Bactris gasipaes)
reportado (Escobar, Asanza, Herrera, & Gonzales, 2015).
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Fig. 29. Porcentaje de azucares reductores en base seca para muestras de pulpa,
semilla y mesocarpio del fruto de Patinoa Almirajo Cuatr.

En el caso de los azucares reductores se tienen valores para los tres tipos de tejidos
mostrados en la figura 29 de: 1,36%, 3,30% y 2,63% en base seca, para pulpa, semilla 'y
mesocarpio; respectivamente. Para este caso se puede evidenciar que la mayor
concentracién de azucares reductores equivalente glucosa la tiene el tejido de semillas,
esto se explica por las caracteristicas del endospermo de este tejido.

U TADEO U TADEO
Fig. 30. Microscopia X10 a Fig. 31. Microscopia X10 a
Maltosazonas de extracto de Lactosazona de extracto de
semilla del fruto de Patinoa mesocarpio del fruto de Patinoa

Almirajo Cuatr. Almirajo Cuatr.



Fue posible observar los diferentes tipos de azlcares que posee el tejido, como en el caso
de la figura 30 en el cual se muestran unidades de maltosazona aglomeradas entre si, este
tipo de azucar fue identificado mediante representacion para la formacion de osazonas
(Rendina, 1974). Si se observa la figura 4 apartado D, al comparar la geometria del
compuesto formado con los de la figura 30 es facilmente identificable el tipo de azlcar,
ademas tras la reaccién que implica la formacién de dichas especies, la maltosazona es
uno de los compuestos que precipita a condiciones de baja temperatura alrededor de los
4°C y esta es una caracteristica que permite su rapida identificacion, para el tejido de semilla
no se identificéd ningln otro tipo de monosacérido reductor tras este método cualitativo.

Comparativamente, en el caso de la castafa de variedad brasilefia (Bertholletia excelsa) se
tiene un valor de entre 3,2 a 4,12% (Sotero et al., 2011), que es similar al tejido de semillas
de Patinoa Almirajo Cuatr.
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Fig. 32. Microscopia X22 a Fig. 33. Microscopia X10 a
Galactosazona, Lactosazona y Glucosazona y Fructosazona de
Maltosazona de extracto de extracto de mesocarpio del fruto de
mesocarpio del fruto de Patinoa Patinoa Almirajo Cuatr.

Almirajo Cuatr.

Para el mesocarpio, en este se encuentran azlcares como: Lactosa, la cual se puede
observar en la figura 31 en forma de esferas de coloracién verde oscura con apariencia
algodonosa y pequefias terminales puntiagudas en su exterior, junto a es este tipo de
disacéarido, se presentan pequefias unidades de maltosa como en el caso de la semilla
cémo es posible encontrar en la figura 32 con unidades de galactosa, la cual en su
formacion a osazona se presenta como triAngulos o picos formados por unidades lineales
gruesas de color verde oscuro de dicho azucar. También se observa en la figura 33
unidades de osazona formadas por glucosa y fructosa las cuales se presentan a modo de
esquirlas alargadas, muy delgadas y con muy pocas uniones entre si.



La formacién de las osazonas de galactosa y glucosa para este caso se deben a la hidrolisis
parcial del disacarido de lactosa por lo que se puede asumir que los azlcares en este tejido
con mayores proporciones son la lactosa, seguido de la maltosa.

U TADEO = U TADEO

Fig. 34. Microscopia X10 a Fig. 35. Microscopia X10 a
Galactosazona, Glucosazona Yy Glucosazona, Fructosazona Yy
Fructosazona de extracto de pulpa Maltosazona de extracto de pulpa
del fruto de Patinoa Almirajo Cuatr. del fruto de Patinoa Almirajo Cuatr.

Para la pulpa esta posee Galactosa como se puede evidenciar en la figura 34 la cual posee
la misma formacién de triangulos o picos de color verde oscuro que en el caso del
mesocarpio. También se observa la formacién de pequefias circunferencias de color negro
en la regién superior de esta figura, lo cual indica la presencia de lactosa en este tejido. En
la figura 35 es visible la presencia de pequefios aglomerados de maltosazona, estas de
color amarillo como se registra para el extracto de la semilla, para el caso de azticares como
glucosa y fructosa que forman el mismo tipo de osazona, se observan en ambas figuras.

La aparicion de estos monosacaridos es posible contrastarla con la concentracion de dichos
monémeros de azUcar en pulpas como la de Theobroma Glandiflorium (Copoazu) la cual
presenta altos contenidos en galactosa y glucosa, con valores de 15% mol y 27% mol;
respectivamente, estos dado por (Vriesmann & De Oliveira P, 2008), lo cual debido a la
similitud con Patinoa Almirajo Cuatr puede sentar un precedente a nivel cuantitativo de
estos tipos de azucares en este tejido.

Obtenidos los valores de concentracion para los tres metabolitos primarios en los tres
diferentes tejidos del fruto de Patinoa Almirajo Cuatr y al comparar estos valores contra los
reportados por los de concentracion de materia orgénica, se enuncian los valores de
concentracion de otros tipos de compuestos que posee el fruto, estos valores son: 5,75%,
30,57% y 1,08% para pulpa, semilla y mesocarpio; respectivamente.
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Fig. 36. Microscopia electonica de Fig. 37. Microscopia electonica de
barrido (SEM) X200 a muestra seca de barrido (SEM) X1500 a muestra seca
semilla del fruto de Patinoa Almirajo de semilla del fruto de Patinoa Almirajo
Cuatr. Cuatr.
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Fig. 38. Microscopia electronica de Fig. 39. Microscopia electonica de
barrido (SEM) X2500 a muestra seca barrido (SEM) X10000 a muestra seca
de pulpa del fruto de Patinoa Almirajo de mesocarpio del fruto de Patinoa
Cuatr. Almirajo Cuatr.

Para tejidos como las semillas el cual esta constituido por grandes fracciones de
polisacéaridos en formas de almidén (Campbell et al., 2007), esto se evidencia en las figuras
36 y 37, en las cuales son visibles unidades de almidén en forma de esferas agrupadas
entre si, con aproximadamente 10 um de didmetro como se observa en la figura 35, cabe
resaltar que la estructura de los granulos de almidén para este caso no se ve
completamente afectada por el proceso de secado de la muestra ya que, por accion del
calor y la perdida de humedad estos pierden su estructura caracteristica y se tienden a
deformar y aplastar, como es posible observar en las figuras 38 y 39 para el caso de los
tejidos de pulpa y mesocarpio; respectivamente.
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Fig. 40. Concentracién de sustancias antioxidantes equivalente trolox para muestra
fresca de pulpa, semilla y mesocarpio del fruto de Patinoa Almirajo Cuatr.

En cuanto a la cuantificacion de metabolitos secundarios, es posible observar en la figura
40 la concentracion global de compuestos antioxidantes, dichos valores de concentracion
son: 72,20, 85,85 y 30,85 mg equv trolox por cada 100 g de muestra fresca, para pulpa,
semilla y mesocarpio; respectivamente, hay que resaltar que esta concentracion es
denominada equivalente trolox ya que, se compara al poder oxidativo de este compuesto.

(DPPH)* + HO-R-OH — (DPPH):H + HO-R-O*
HO-R-O® + (DPPH)* — (DPPH):H + O=R=0

Fig. 41. Mecanismo de reaccién de DPPH en presencia de sustancias antioxidantes
(Shahidi, 1997).

La cuantificacion de este tipo de material esta dado por la reaccién en la que el DPPH o
2,2-difenil-1-picrilhidrazil el cual se reduce en presencia de componentes con caracteristica
antioxidante, como lo explica la figura 41.
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Fig. 42. Porcentaje de inhibicion de DPPH para muestra de pulpa, semilla,
mesocarpio del fruto de Patinoa Almirajo Cuatr.

Dicho fendmeno es explicado mediante la figura 42, en la cual se representan las diferentes
curvas para la reaccién de DPPH para cada uno de los tejidos estudiados.

Estas curvas representan el porcentaje de inhibicién que sufre el DPPH tras su reduccion y
como la concentracion de esta sustancia va decreciendo a medida que los diferentes
antioxidantes actian en la reaccion; para el andlisis es posible ver como el DPPH es
inhibido o reducido a cada tiempo de reaccion ya que, este para el tiempo cero de reaccién
tiene una coloracion violeta que pasa a ser completamente transparente a medida del
tiempo. Cabe resaltar que es a partir de esta relacién de concentracion que se conoce la
cantidad de antioxidantes de los diferentes tejidos ya que, como se muestra en la figura 41
la relacion de consumo de DPPH es 1:1 y la concentracion de dichas sustancias
antioxidantes es el rango de concentraciéon de DPPH en el tiempo de andlisis.

En términos de dicha capacidad antioxidante se puede decir que el de mayor actividad es
el tejido de semilla, esto claramente por sus altos niveles en concentraciéon; ademas, como
se ve en la figura 42 el consumo de DPPH para este tejido es el mas rapido ya que,
practicamente a los 10 minutos de analisis la reaccién entra a un estado de estabilidad.

Para los dos otros tejidos es de resaltar que el mesocarpio en de los tres tejidos el que
menos capacidad antioxidante tiene, esto ratificado por el analisis colorimétrico realizado al
tejido como se muestra en la figura 8.
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Fig. 43. Concentracion de polifenoles Fig. 44. Concentracion de Vitamina C para
equivalente &cido galico para muestras muestras frescas de pulpa, semilla y
frescas de pulpa, semilla y mesocarpio del mesocarpio del fruto de Patinoa Almirajo
fruto de Patinoa Almirajo Cuatr. Cuatr.

En cuanto a la cuantificacion de polifenoles y vitamina C (acido ascoérbico) mostrada en las
figuras 43 y 44, se tienen valores de: 29,86, 196,94 y 29,05 mg equv acido galico por cada
100 g de muestra, para pulpa, semilla y mesocarpio; respectivamente, y 46,33, 97,33 y 45
mg acido ascérbico por cada 100 g de muestra.

Cabe resaltar que, en el andlisis de actividad antioxidante, el tejido de semilla es el que
tiene las mayores tasas de concentraciéon de metabolitos secundarios con caracteristicas
antioxidantes. En comparacion a otro tipo de semillas como, por ejemplo la de castafia
(Bertholletia excelsa) se reportan valores de este compuesto de 39,3 mg por cada 100 g de
muestra, reportado por (Pérez Gonzélez et al., 2009).

Para fruto como el araza (Eugenia stipitata) se dice que a condiciones de maduracion de
este fruto el epicarpio o pulpa tiene una mayor concentracién de compuestos fendlicos lo
que causa una mayor capacidad antioxidante, en contraposicién a esto, el mesocarpio es
el tejido que tiene niveles mas bajos en concentracién de dichos compuestos y por lo tanto
tiene una muy baja actividad antioxidante en épocas de maduracion (Cuellar, Ariza, Anzola,
& Restrepo, 2013).

En términos de la concentracion de Vitamina C para este mismo fruto se tiene valores de:
38,75 mg por cada 100 g muestra reportado por (Esmeralda G & Nazareno A, 2018) lo que
demuestra una relacion y similitud directa entre el pericarpio de este fruto (mesocarpio y
endocarpio o pulpa) y estos mismo tejidos del fruto de Patinoa Almirajo Cuatr.



Para la pulpa del fruto de Morinda citrifolia conocida en Brasil como Noni, se cuentan con
valores de vitamina C de 51,2 mg por cada 100 g de muestra reportados por (Canuto et al.,
2010), 52 mg por cada 100 g de muestra para la pulpa de Physalis peruviana conocida
como Aguaymanto, reportado por (Carrasco & Zelada, 2008), 50 mg por cada 100 g de
muestra para pulpa de naranja (Citrus x sinensis) reportado por (Pamplona, 2003) y entre
50 a 67 mg por cada 100 g de muestra para la pulpa de este mismo fruto, reportado por
(Baraona C & Barrantes S, 1991).

7. Conclusiones

Se puede concluir que de los tres tejidos estudiados para el fruto de Patinoa Almirajo Cuatr
el que pose mayor potencial a nivel de nutricién es el tejido de semillas ya que, tiene bajo
contenido de humedad respecto a los otros dos tejidos, lo cual lo hace acreedor de mayor
porcentaje de material organico, para este caso lipidos, proteinas y carbohidratos. Es el
tejido con mayor poder antioxidante y el que posee mayor concentracion en compuestos
fendlicos y vitamina c lo cual lo hace ademas de ser el segundo tejido con mayor presencia
en el fruto, el de mayor potencial para su aprovechamiento industrial.

Se puede resaltar que el material lipidico de la muestra puede ser aprovechado por su alta
concentracion en compuestos como triglicéridos para sectores industriales en los cuales se
busque el uso de aceites virgenes y que puedan competir en el mercado, teniendo en
cuenta factores que dan valor agregado al producto como por el ejemplo el uso de
compuestos naturales que resaltan la biodiversidad de nuestro pais.

Tejidos como el mesocarpio el cual no tiene ningun aprovechamiento tras el consumo del
fruto tiene gran potencial para procesos en los cuales se busques fuentes con contenidos
elevados de proteina y carbohidratos, es también posible generar procesos en los cuales
se puedan usar metabolitos secundarios de este tejido como por ejemplo la vitamina ¢, junto
con mecanismos los cuales preserven este compuesto para su uso.

La pulpa el cual es el Unico tejido de consumo y por lo tanto de aprovechamiento aporta
gran cantidad de nutrientes tras su consumo, es un tejido con alto nivel de proteina y bajo
contenido azlcar lo cual puede ser implementado en sectores como por ejemplo el
alimenticio, en el cual se buscan alimentos que cada vez mas aporten a la sustentabilidad
del cuerpo tras su consumo, ademas de tener un gran valor anti oxidativo debido a su alta
concentracion de vitamina ¢ y su alta capacidad antioxidante lo que también puede ser
implementado en sectores industriales como el cosmético.

Mecanismos como el andlisis colorimétrico permite caracterizar las etapas de
aprovechamiento del fruto y de sus diferentes tejidos, el cual puede implementarse para
usos industriales del fruto y tener asi certeza de las caracteristicas organolépticas de este
y su estado fisicoquimico para las diferentes aplicaciones en las cuales puede estar
incorporado.



8. Recomendaciones

Se recomienda como primera medida la proteccién del fruto de agentes infecciosos tras su
cosecha ya que, como se menciond las infecciones por hongos en el fruto son de rapido
crecimiento, con lo cual se termina desperdiciando el potencial que el fruto posee. Es por
ello por lo que se recomiendan investigaciones en las cuales se estudie inicialmente el tipo
de agente infeccioso que afecta al fruto y poder asi desarrollar mecanismos de proteccion
contra este.

Se recomienda para proximas investigaciones profundizar en la caracterizacion y
cuantificacion de macronutrientes como, por ejemplo: lipidos y proteinas, con las cuales
sea posible conocer los diferentes tipos de &cidos grasos que posea la semilla y los
diferentes perfiles de aminoacidos y tipos de material proteico que tengan los tres tipos de
tejidos.

Se recomiendan investigaciones en los cuales se analicen las caracteristicas y propiedades
de la cascara del fruto, y en las cuales se puedan aprovechar dichos resultados en la
aplicacion a diferentes sectores industriales.

Se recomienda estudiar a profundidad los diferentes tipos de compuestos de naturaleza
antioxidante como, por ejemplo: compuestos fendlicos, y asi poder integrarlos a los
diferentes sectores industriales que tengan demanda de estos.

Por ultimo, se recomienda profundizar en temas como la extraccion de los diferentes
metabolitos del fruto, optimizando asi dicho proceso para poder incorporar el material o los
materiales extraidos a mercados emergentes en sectores industriales como el cosmético,
alimenticio y farmacéutico.
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