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RESUMEN

Para lograr la identificación y cuantificación de los azucares y los ácidos no volátiles en 3

materiales de mora (Ruhus glaucus) CEREZOS, SARA II y VILLA MARIA, se utilizó la

técnica de cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC) en fase reversa, técnica muy

utilizada en la actualidad que proporciona de manera rápida y sencilla la identificación (le

los compuestos en estudio por medio de un estándar externo. El procedimiento analítico

para determinar los principales ácidos orgánicos y azucares en los 3 materiales en 4 etapas

(le desarrollo (recolección a los 45, 50, 55 y 60 días después de antesis), fue realizado

estandarizando la metodología reportada en la literatura. , Se utilizó una columna de

exclusión jónica en fase reversa para la separación de los analitos y para la preparación de

la muestra se utilizaron C i xSep-Pak y filtros de 0.45tm. Para el análisis de ácidos

orgánicos se usó un detector V.V a una longitud de onda de 210 nm y un detector de índice

de refracción para carbohidratos. El programa de separación y cuantificación utilizado fue

una fase móvil acuosa COfl 11 2 SO 4 0.005M a un flujo ¡socrático 0.6 ml/mm, una

temperatura de columna de 45 ('° y un tiempo de análisis de 15 minutos.

Los principales ácidos no volátiles encontrados en dichos materiales de mora fueron: ácido

cítrico y ácido málico en mayor proporción en todos los materiales, ácido ascórbico y ácido

succínico, en menor proporción Los azucares detectados fueron glucosa y fructosa.
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1. INI'RODUCCION

La mora de Castilla (I?u/m.s g/uucus Ikni), es una fruta muy apetecida tanto en el mercado

nacional como en el internacional. su potencial de exportación tiene mucho futuro debido a

la creciente demanda mundial, lo cual aumenta las posibilidades de comercialización de la

fruta fresca, congelada y de los productos derivados de su procesamiento tales como jugos,

concentrados, jaleas, helados, mermeladas, repostería, etc.

[n el campo tecnoló gico Los Cerezos" del SENA La Enea, kilómetro 10 vía Manizales

Rogotá a 2150 ms.n.ni.. con una humedad relativa del 85%, una precipitación anual de

1600 a 1 800 mm y una temperatura promedio de 17 °C, existe un banco de germoplasma de

4() materiales de mora, provenientes de diferentes zonas agroclimáticas colombianas, de los

cuales se seleccionaron tres: (l.RFY.OS, SARA II Y VILLAMARIA para estudiarlos en la

pi esente investigacion, estos materiales provienen de las zonas productoras de: Manizales

granja La Enea, Salamina (Caldas), Villa María (Caldas), respectivamente.

El conocimiento de las cualidades Físicas, químicas y organolépticas de la mora es muy

limitado, lo que causa el desaprovechamiento de esta fruta en la industria alimentaria,

generándose así la necesidad de estudios que permitan determinar las principales



caracteristicas de los diferentes materiales durante su proceso de maduración, con el fin de

satisfacer la demanda actual

II análisis de compuestos tales como azúcares y ácidos orgánicos es de gran importancia

porque ellos influyen en gran porcentaje en el sabor y el aroma de las frutas La

interacción entre azúcares reductores y no reductores y ácidos orgánicos determinan las

características de sabor, la relación °l3rixl %acidez o índice de madurez es usado como

índice de aceptabilidad de consumo y de la calidad de las frutas

Para la identificación y cuantificación de los ácidos no volátiles y azúcares presentes en los

3 materiales estudiados, se utilizó la técnica instrumental de cromatografia líquida de alta

eficiencia (IIPLC) en fase reversa, la cual es de fácil y rápida aplicación, y proporciona

resultados confiables.

Esta investigación se ejecutó con la colaboración de CORPOICA, regional 9 Manizales

(Colombia), en el Laboratorio de Investigaciones Postcosecha de la Universidad del

Quindio, dacio su gran interés por proporcionar a los cultivadores de frutas materiales de

mora que cumplan con las condiciones necesarias para un buen rendimiento a nivel

industrial.



2. OBJETIVOS

II. Objetivo general

Caracterizar azucares reductores, no reductores y ácidos no volátiles como ácido cítrico,

malteo, succínico, ascórbico. isocillico y tartárico, en tres materiales de mora

gI(uIcus, cultivados en el banco de germoplasnia de CORPOICA regional Manizales,

mediante la técnica de cromatografia liquida de alta resolución.

1.2. Objetivos específicos

-	Realizar análisis fiSiCOquinliCOS a los tres materiales de mora, Rubus glaucus	pl 1,

r131ix y acidez.

- Estandarizar el protocolo de preparación y análisis de muestras de mora Rubus glaucus

por ('romatogratia Liquida de Alta Eficiencia.

-
Cualificar y cuantificar azucares totales, reductores y ácidos no volátiles (cítrico,

niálico, succinico, ascórbico, isocitrico y tartárico), presentes en los materiales de iiiora

20



- Comparar los análisis realizados a los materiales durante su cultivo, para determinar

cual o cuales de ellos poseen mejores características para su uso industrial.

21



3. MARCO TEORICO

3.1. MORA DE CASTILLA (Riibus glaucus Bent.)

La mora o zarzamora (ruhus spp), es un frutal que comprende alrededor de 300 especies en

todo el mundo pertenecientes a la tiuui la de las rosáceas, pero la más difundida por la

capacidad de producción, por su tamaño, sabor y aroma, es la mora de Castilla.

Se conoce con los siguientes nombres ''mora de Castilla" en Colombia, Ecuador y Perú,

"Zarzamora azul o mora azul" en Colombia, "Mora de los Andes" en Colombia. En

inglés se conoce con el nombre (le 13lackbcrry" y en alemán "Brombecr".

3. 1 .1. Taxonomía

Reino:	Vegetal

Subreino:
Embriofita

l)iisión:
Espermatotita

Clase:
Angiosperma

Su helase:	Dicotil edonca

Orden:
Rosales

Suborden:
Rosineae

22



Familia:	Rosaceae

Suhfamilia:
Ruboideae

(;étiero:
Ruhus

Subgénero:
lubatus

Especie:
Rubtis glaticus (E3entham)

Variedad:	Castilla.

1 .a especie 1?u/nis gIancu. mora de Castilla, es una planta arbustiva, perenne, originaria de

las zonas altas tropicales de América La mora de Castilla se adapta a alturas entre 1200 y

3200 m.s.n.m Son frutos de color morado, largos y anchos y el haz de sus hojas es de

color verde azuloso. la propagación de plantas se refiere a la reproducción de especies

seleccionadas por el hombre con determinadas características que le son benéficas a él, La

propagación puede realizarse sexualmente mediante semilla botánica, ó asexualmente,

utilizando para ello diferentes métodos tales como acodo, división de coronas, estacas y

raíces (1lenao,1997).

3.1.2. Composición Química de la Mora de Castilla.

23



Fabla 1. Composición química proimal de la mora

COMPON ENTE	CANIl DA 1)


Proteína
 1.3 g

(arhohidratos
8,1 g




Agua
 85%




Sodio
 2 mg




Potasio
 260 mg




Calcio
 36 mg




Fósforo
 48 mg




Magnesio
 1 5 mg




1 fierro
 16 mg




Tiamina
 0.05 mg

Ribotiavina
004 mg




Niacina
 0.4 mg

VitaminaC
 lflnig

1 oiii ido IL La gran guía di. hoinpii. 11)11 dL los ihin ¡itos IJuis crsi(Ind J 1 icbig de (iiesscn (Alemania). 1997.

Tabla 2. Contenido de azúcares (le la mora de Castilla

Componente	% de la fracción

Glucosa
 3.2




- Fructosa
 2 9%




Sacarosa
 0.2%

pl!
'IIIUO i.ie 1 1'IMJ i.iieiiiisu	I)CIJl/, 1 •J••4 1'
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3.2. ACTIVIDAD METABÓLICA DE LAS PLANTAS

Las fintas y vegetales antes y después de la cosecha experimentan cambios conrelación a

su contenido de carbohidratos, pectinas y ácidos no volátiles, los cuales influyen en varias

cualidades y atributos de los productos Pocas generalizaciones pueden hacerse en cuanto a

cambios en almidones y azucares Las frutas verdes tienen contenidos altos de almidón y

bajos en azucares y continuari madurando después de la cosecha; en contraste a través de la

maduración aumentan el contenido de azúcares y disminuyen los de almidón Sin embargo

esto no necesariamente quiere decir que el almidón sea la fluente de la nueva formación de

azúcares. El contenido de ácidos orgánicos de las frutas generalmente decrece durante el

almacenamiento y maduracion de las mismas, como por ejemplo en la naranja.

Muchas veces los pigmentos (le las plantas son sensibles a los ácidos presentes en ellas

afectando el color de las frutas, cuando se presentan cambios en el contenido de ácidos.

Adicionalmente la viscosidad del gel péctico de las frutas es afectado por el contenido de

ácidos y azúcares, los cuales cambian su concentración durante la maduración.

1 <a de las frutas como la mora, maduran en el árbol, por lo tanto su concentración

de azucares sufre los mayores cambios durante este proceso. La concentración (le sólidos

solubles en el jugo de las frutas Puede ser determinada mediante el uso de un refractómetro

o hidrómetro, y expresada como grados Brix (° Brix), los cuales relacionan la gravedad

25



especifica de una solución a una concentración equivalente de sacarosa pura. (Potter, 1995,

'117.429),

3.2.1. Indices de Cosecha. Los índices de cosecha de las frutas se pueden evaluar desde

Variados criterios. Entre los más representativos se tienen:

Indices de tipo climatológico o metereológico

-	Indices de tipo tisico y Fisiológico, (textura, peso específico, comportamiento

respiratorio)

-	Indices de naturaleza química, entre los cuales encontrarnos contenido de almidón,

contenido de ácidos, contenido de azúcares, relación ácidos/azúcares, entre otros.

- Por medio de cálculos

- Por medios visuales

- Otros indices: Relación pulpa hueso, jugosidad de la pulpa, actividad enzimática, etc.

Si los frutos se cosechan fisiológicamente inmaduros, no adquieren la coloración adecuada,

ni el sabor característico, siendo de calidad inferior para el consumo. En la mora a medida

que el fruto va madurando adquiere un color rojo negnizco como resultado de la

desaparición de la clorofila y la aparición de pigmentos carotenoides y antocianinas.

(Planella. 1987, 62).

3.2.2. Generalidades sobre el crecimiento del fruto y cambios fisicoquímicos durante

su desarrollo y postcosecha. Piedrahita (198 1), comenta que los frutos recién cosechados
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tienen alta actividad enzimática Si los frutos tienen alto contenido de humedad como es el

caso de la fresa y la mora (85-90%), esta actividad actúa sobre las estructuras que dan

tbrtalccimiento al fruto, produciendo ablandamiento o pérdida de la textura y en algunos

casos, si las estructuras fuertes son mínimas (piel) pueden facilitar el escape de líquidos

mediante la actividad de estas enzimas

Se ha observado que existe una relación entre el crecimiento del fruto y los cambios de

pi gmentación, acidez y azúcares reductores. El crecimiento de la mora presenta 3 fases:

- Crecimiento acelerado

- Crecimiento lento

- Crecimiento rápido

FI fruto de la mora se forma y desarrolla en un período de 58 a 64 días luego de antesis

(ovario fecundado). Los mayores contenidos de sólidos solubles se encuentran en aquellas

épocas (le mayor radiación solar y de menor pluviosidad. Como la mora es un fruto no

climatérico no progresa en su maduración tina vez cosechada. El punto normal de cosecha

es rojo o vino tinto según la variedad. El almacenamiento ideal va de O °C a 1 C y 95%

de humedad relativa, de esta forma los frutos se conservan hasta 4 días.

Según [)tiran (1983, 21), el tenomeno (le maduración se inicia con el envero (cuando el

('ruto verde cambia de color) y finaliza con la madurez de consumo, al alcanzar todas sus

cualidades organolépticas. La acidez aumenta a partir de los 15 días después de antesis, al
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mismo tiempo que el pll disminuye. hay un aumento repentino en la concentración de

azucares, 45 días después de antesis.

En el transcurso de la maduración y como parte integral de la misma, tienen lugar una serie

de fenómenos que en esencia son fotosíntesis, respiración, transpiración, fermentación,

emisión de sustancias volátiles y modificación de sustancias que constituyen el fruto.

Entre las principales reacciones bioquímicas de la maduración, están las modificaciones de

los constituyentes glucidicos En general el contenido de azúcares y el sabor azucarado

aumenta en el transcurso de la maduración, a pesar del consumo de una parte de CSOS

azúcares por la oxidación respiratoria. (Chefflel 1992, 143).

Se sabe que la glucosa, fructosa y sacarosa son interconvertibles en los tejidos vegetales, en

algunas l'rutas la fructosa se acuniula durante la maduración, corno en fresas, uvas, peras,

etc, mientras que en otras el contenido de sacarosa es el que aumenta durante la

maduración.

En la tabla 3, se muestran algunos resultados de análisis del contenido de carbohidratos

realizados a zumos de diferentes frutas, observándose que la cantidad exacta de azúcares

encontrada en los frutos varia considerablemente en los diferentes cultivos.
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Tabla 3. Monosacáridos de algunas frutas

Fruta o derivado	Fructosa (gflOOg) Glucosa (g/lOOg) Sacarosa (g/lOOg)
Pera	 8 0
 1.2	 1,1

Ciniela púrpura	 3.5	 3.4	 2.0
Ciruela pasa de California	 16	 23.4
Cereza dulce de Inglaterra	 7.2	 4.7	 -

Mora de Inglaterra	 2.9	 3.2	 0.2

Melocotón de Inglaterra	 [5	 0.9 g/lOOrnL	 6.7

Zumo de manzana	 6.4	 3.1	 1.1

Zumo de Naranja	 3.0	 2.2	 5.2
Zumo de tomate	 ¡ 7	 1.2	 -

Tomado de: Bioquímica y valor nutritivo de los alimentos. Robitison. 1992, 15.

Fn esta tabla se observa que aunque la sacarosa se hidroliza fácilmente mediante la acción

(le la invertasa a glucosa y f'iuctosa, no existe una relación aritmética obvia entre el

contemdo de glucosa y fructosa de las distintas frutas. (Robinson, 1992, 15).

Por lo general la maduración presupone un descenso de la acidez; de esta forma la relación

Rrix/% acidez aumenta en la ma yor parte (le las frutas. Las reacciones de degradación de

ácidos orgánicos SOfl POCO conocidas, una de ellas es la degradación anaerobica del ácido

málico	las variaciones del contenido de ácido ascórbico no presentan las mismas

tcgtilaridades, ya que durante la maduración de algunos frutos hay una síntesis activa de
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vitamina C. a partir de la glucosa, cantidad que decrece en la mayoría de las frutas durante

el almacenamiento. (Chefftel, 143).

3.3. AZUCARES Y A('II)OS ORGANCOS EN LAS FRUTAS

La coniposiciún química (le las frutas depende esencialmente de la madurez. Los

compuestos fundamentales en los productos frutícolas son azúcares, polisacáridos y ácidos

no volatiles, aunque también se presentan pequeñas proporciones de compuestos

nitrogenados y lípidos.

En la mayoría de los frutos la interacción entre azúcares reductores y no reductores y los

ácidos orgánicos determinan las características del sabor, teniendo también influencia sobre

el sabor algunos compuestos aromáticos y colorantes. (Azcon-Bieto, 1996, 471).

3.3.1. Azúcares. Los hidratos de Carbono constituyen la mayor parte de la materia solida

de los frutos, verduras, hortalii.as, cereales, etc. En general, casi un 75% del peso SCCO del

material de las plantas esta lrmado por hidratos de carbono. Se considera que los

carbohidratos totales son la suma (le los azúcares sencillos, polisacáridos y sustancias

pécticas. (Fenema, 1982. 790).

.a identidad y concentración de los azúcares varía en los diferentes frutos, dentro de cada

especie el contenido de azúcares depende de la variedad, el estado de nutrición, la cantidad
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de frutos y el estado de desarrollo, aunque el fruto presenta cierta capacidad fotosintética

durante su evolución, la mayoría de las reservas de carbohidratos provienen de la planta.

Además de la acumulación de azúcares sencillos originada por la hidrólisis de polímeros de

reserva de cadena larga, otros productos fotosintéticos principalmente en forma de sacarosa

se translocan al fruto desde las hojas durante el período de cosecha.

1 .a aciniulación de azúcares en los productos carentes de almidón (fresa y mora) finaliza en

los días previos a la cosecha del fruto mientras que en otros casos se completa la

degradación del almidón (Azcon-E3ieto, 470). (Charley, 1987, 65 1). La cromatografia

líquida de alta eficiencia, es el método de análisis más rápido para mono y oligosacáridos

no derivatizados (15 mm/muestra), aunque los métodos disponibles para la detección por

IIPLC (le carbohidratos están restringidos a la medida de, cambios inespecíficos (le indice

de refracción ya que los carbohidratos absorben poco en el U.V. (Robinson, 1 1).

Azúcares sencillos. Las pioporciones de sacarosa y azúcares reductores (glucosa y

fructosa) varían con el tejido y la madurez. Por lo general en las frutas y verduras hay

ma yor cantidad de azúcares reductores que de sacarosa, con excepciones en ciertas

hortalizas. La glucosa es el monosacárido más ampliamente repartido en los vegetales, se

encuentra libre, como éster fosfórico, como componente de los polisacáridos y en los

glucósidos. La fructosa, es la única cetohexosa corriente en los vegetales; sus ésteres

fiskricos son importantes nictabolitos. (Fenema,799).



3.3.2. Acidos no volátiles. 1 ¡ay una amplia gama de ácidos orgánicos en los tejidos de las

plantas Muchos de estos ácidos se encuentran en pequeñas cantidades y actúan como

intermediarios en el metabolismo básico, en particular en el ciclo del ácido tricarboxílico, la

vía de] ácido glioxílico y la nita del ácido shikímico, otros ácidos no asociados hasta ahora

con ningún trayecto rnctabñhco, (le los que no se sabe que tengan importancia fisiológica,

pueden acumularse en grandes cantidades en los tejidos de las plantas. Por todo ello, las

hutas suelen ser ácidas y , en algunas ocasiones, tienen un sabor agrio.	La acidez

proporcionada por estos componentes puede variar desde valores muy bajos hasta 50 mcq

(le ácido por 100 g cii ciertos tintos

Vos ácidos orgánicos se encuentran en constante dinámica metabólica en la mayoría de las

verduras y frutas. Por lo general los niveles de ácidos 'orgánicos descienden (Infante la

niadurez del fruto, con algunas excepciones como en el plátano y también pueden aumentar

en algunos ácidos específicos La mayoría de los frutos contiene elevadas concentraciones

(le ácidos del ciclo de ácidos tricarboxílicos y otros ciclos metabólicos, con diferentes

proporciones relativas, cu yo exceso se acumula en la vacuola. (Fenema, 806).

Tabla 4. Ácidos orgánicos en diversas frutas

FRUTA	1	ACIDO PRINCIPAL	 OTROS ACIDOS

Manzana	
1	 Mático	 Quínico

Pera	j	Mático	 Cítrico
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('e reza

('inicia

Fresa

Frambuesa

Uva

Naranja

Limón

Piña

Plátano

Guayaba

M á lico

Mélico

Cítrico

Cítrico

Tartárico

Cítrico

Cítrico

Cítrico

Mélico

Cítrico

Cítrico, quínico, shiquímico

Quínico

Mélico

Málico

Mélico

Mélico, quínico

Mélico, quinico

Mélico

Mélico

Mélico

1 01 iiado de: 1• ood chein i str . 1 kI it?. 1999.  p 641.

Los ácidos presentes con mayor frecuencia y abundancia en los tejidos de las plantas

comestibles son el mélico y el cítrico cada uno de los cuales puede constituir hasta el 3%

(en peso fresco) de un determinado tejido. El ácido cítrico es el principal ácido en los

cítricos, frambuesas, fresas, arándanos, piñas y peras, mientras que el ácido mélico domina

en las manzanas, la niayoria de las frutas en forma de drupa, plátanos y ruibarbo

Futre las especies en las que no prevalece el citrato ni el malato, deben citarse las uvas, que

acumulan el ácido tartárico, las espinacas (oxálico) y las moras negras en las cuales

predomina el ácido isocítrico y el mélico, además del ácido lactoisocítrico, shikimico,

quínico, y trazas de ácido cítrico y oxálico. En las variedades de mora azul (Mora de
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Castilla) se encuentran ácidos tales como: el cítrico (mayor cantidad), mático, glicérico,

citramálico, glicólico, succinico, entre otros.

En cuanto al p11 las limas y limones tienen los valores más bajos de 2.0 a 2.2. Las grosellas

rojas. ciruelas, manzanas, zarzamoras y fresas poseen pU entre 3.0-3.4. El p11 promedio de

los duraznos, frambuesas, hlia'herries (arándanos azules), naranjas, peras cae dentro del

limite (le 3 5 a 3.9 (Charle y , 661

3.3.3. Asimilación de los azúcares y los ácidos orgánicos. Los azúcares y los ácidos

orzanicos Son usados como substratos en la respiración, estos se requieren para que

participen en la producción de energía dentro de la fruta. Los azúcares más comunes son la

sacarosa, fructosa y glucosa y los ácidos que prevalecen son el malato y el citrato. Ambos,

los azúcares y los ácidos se originan en la asimilación íotosjntética.

Vos frutos verdes son capaces de realizar fotosíntesis, pero esta es limitada, la mayor

cantidad de la asimilación es provista por el resto de la planta. Sin embargo, las frutas

(liberen cii la manera como realizan la asimilación y acumulación durante su desarrollo y

maduración. Algunas frutas acumulan la mayor cantidad de sus carbohidratos antes de

terminar la maduración, éstas lo almacenan principalmente ya sea como almidón (banano)

o corno azúcares (tomate) Otras frutas continúan su acumulación de azúcares de la planta

durante su maduración y en algunos casos (tales como en la fresa y la uva), estos

constituyen una parte importante de su sabor. Mientras estas diferencias son de poca

34



importancia para la respiración (la cual usa solamente una relativamente pequeña fracción

de los asimilados) son de principal importancia en las consideraciones del sabor.

Aquellos finitos que acumulan sus asimilados antes de la madurez pueden ser cosechados en

un estado de maduración verde y sin embargo conseguir un sabor aceptable en la madurez,

factor importante cuando se considera la necesidad de cosechar rápidamente para optimizar

la vida (le anaquel

Fin general los niveles (le ácidos declinan durante la maduración, se cree que es debido a su

utilización como substrato en la respiración, en algunos productos este proceso se lleva a

cabo después de haber logrado su máximo contenido de ácidos en estados intermedios de la

maduración. Durante la maduración los niveles de azúcar (¡entro del fruto tienden a

incrementar, debido ya sea al incremento de la importación del azúcar por la planta o a la

movilización (le las reservas de almidón dentro del fruto, dependiendo del tipo (le fruto y de

si se madura o no en la planta.

3.3.4. Cambios en el sabor. La percepción del sabor se basa en dos sentidos, el gusto y el

olfato Se pueden distinguir básicamente cuatro diferentes sabores, estos son: dulce, ácido,

amargo y salado. En las frutas son principalmente los azúcares y los ácidos orgánicos los

(Inc contribuyen a su sabor, aunque la naturaleza astringente de algunas frutas se puede

atribuir a su contenido de taninos y compuestos fenólicos. Sin embargo, el sabor

característico de las frutas para cada persona es usualmente derivado de su sentido del

olfato y es debido a la producción de aromas volátiles específicos. Así el sabor de una fruta
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depende (le una completa interacción de los azúcares, ácidos no volátiles, compuestos

lenolicos y más compuestos especializados en el sabor, incluyendo un amplio grupo de

volátiles. (Seymotir, 1993, 9-II)

Va maduración es ci proceso mediante el cual las frutas y las verduras presentan su

desarrollo y alcanzan el grado óptimo es sus características para consumo. La maduración

produce sin que haya en muchos casos un crecimiento en tamaño, es una transformación

interna de la fruta Fi fruto en pocos días pasa de ser simple, sin atractivo, a uno atractivo,

de un alto sabor y aroma y deseable para ser consumido. Estos cambios se presentan

especialmente en los principales constituyentes del sabor ácidos, azúcares y compuestos

aromáticos. tina manera de cuant i flcar las variaciones en los componentes del sabor es por

medio del indice (le madurez o raliø el cual muestra la relación entre los azúcares y la

acidez presente en los frutos, este índice proporciona niveles de aceptabilidad de consumo y

de la calidad (le las frutas, (Gallo, 1997, 93),

3.4. ANALISIS CROMATO;RAFIcO

Según define la It JPAC, 1,a croniatografia es un método, usado primariamente para la

separación de los componentes de una muestra, en el cual los componentes se distribuyen

Cfl (los fases, una de las cuales es estacionaria, mientras la otra se mueve. La Fase

estacionaria puede ser un sólido, un líquido retenido sobre un sólido o un gel.
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3.4.1.	(:roiiintograria líquido-líquido (LLC) o de partición.	En este tipo de

croinatografia, las moléculas (le soluto se distribuyen entre dos líquidos: uno es la fase

móvil, y el otro la fase estacionaria, que se encuentra homogéneamente dispersa en un

soporte sólido finamente dividido. (Quattrocchi, 1992, 6).

	

3.4.2.	Columnas.	l as columnas para cromatografia de líquidos se construyen

eicr al mente con tubos (le acero inoxidable (le diámetro interno unifbrme y en algunas

ocasiones. (le vidrio de paredes resistentes (presión menor (le 600 PSI). La mayoría (le las

columnas tienen una longitud entre 10 y 3() cm. El diámetro interno a menudo es (le 4 a lO

niru y tamaño de partícula (le los rellenos de 3.5 a 10 mit. Los rellenos más comunes son

de Sílice o alúmina. (Skoog, 1994, 737).

¡,a presión a la entrada de la columna puede ser máximo de 200 bares, la presión (le trabajo

en la columna está entre 25 y lOO bates, esta presión corresponde a un aproximado (le 1-5

ml ,/min a través (le la columna. La presión desarrollada depende de la longitud de la

columna, el tamaño (le la partícula (le la íase estacionaria y la viscosidad y velocidad (le

flujo de la Case móvil. (1 ,indsay, 1992, 29)

3.4.3. Detectores. El detector es la parte del equipo cromatográÍico que permite ver y

ubicar en tiempo y en espacio la posición de cada componente de una muestra a la salida de

la columna cromatográfica. Los detectores pueden ser generales y selectivos.
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LOS detectores generales miden el cambio de alguna propiedad fisica de la fase móvil que

contiene el analito en comparación con la misma fase móvil pura. Ejemplo de ellos sonel

detector de indice de refracción (IR.) y ci (le conductividad. Los detectores selectivos SOfl

aquellos sensibles a alguna propiedad propia del soluto, como el detector de liv, que

produce una señal proporcional a la absorbancia del soluto, a una longitud de onda dada,

otro ejemplo es el detector (le fluorescencia, empleado para la detección de solutos con

fluorescencia natural o conferida por reacción con un reactivo clorogénico.

3.4.3.1. Detector de índice de refracción. 1ste detector mide la diferencia (le indice (le

refracción entre el solvente ptiro y el solvente que contiene la muestra. Es un detector

universal (ya que es altamente improbable que el indice de refracción del soluto sea similar

al del solvente) y no destructivo. Como contrapartida es muy poco sensible, lo cual limita

su campo de aplicación y es muy afectado por cambios de temperatura.

3.4.3.2. Detector LLV. Posee buena sensibilidad y rango lineal, y permite detectar analitos

en el orden de los nanogramos. No es destructivo y puede emplearse con gradiente (le

solventes, con la única limitación de que éstos sean transparentes en la longitud de onda de

trabajo. Es un detector muy poco sensible a los cambios de caudal y de temperatura, opera

en el rango de 190 a 350 nm, y en algunos equipos se puede extender a la zona visible del

espectro (350 a 700 mil) recibiendo así el nombre de detector de UV-Visible.
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l.a concentración del analito en la muestra se determina por la aplicación de la ley de Beer:

A -= a.b.0

Donde: A: es la absorbancia

a: es la absortividad molar del analito

b: es el camino óptico de la celda medido en cm

C: es la concentración del analito en la muestra expresado en moles/L.

Cuando el detector V.V tiene una respuesta inadecuada existen otros detectores que

ofrecen ventajas (fluorescencia, electroquímica) o la muestra puede ser derivatizada.

(Qtiattrocchi, 106).

3.4.4. Preparación de muestras. Las muestras para I-IPLC pueden tener diversos orígenes

y usualmente no son mezclas simples (le compuestos orgánicos puros, todos solubles y

separables por la misma fase móvil. Muchas muestras biológicas contienen proteínas, sales

y una amplia gama de compuestos orgánicos con un rango amplio de polaridad. (Lindsay,

309)

1 as muestras vienen o se encuentran en varias formas:

Soluciones listas para inyectar

Soluciones que requieren dilución, adición de buifer o adición de estándar interno o de

alguna manipulación volumétrica.

Sólidos que deben ser disueltos o extraídos.

39



Muestras que requieran pietratamiento para remover interferencias, yio proteger la

columna o el equipo de daños . Este es el objetivo primordial en la preparación (le

muestras, además que sea compatible con el método propuesto en el equipo.

La preparación de la muestra es tina parte esencial del análisis cromatográfico, estos 5011

algunos (le los aspectos que se deben tener en cuenta:

• PRO('FS() PRI] Irv1l NAR'

-	RC(ltlCCRfll de¡ tamaño de poro.

- Secado de la muestra

-
Filtración,

-
(entrifugacióri

La reducción del tamaño (le poio, consiste esencialmente en una homogeneización de la

muestra, la cual es finamente dividida, Este método es usado en tejidos de plantas y

animales, alimentos, muestras ambientales pueden ser usados solventes orgánicos o

acuosos. Para permitir mayor fluidez de la muestra se puede usar hielo SCCO o tierra

diatorilácea.

La operación de centrifugación se realiza colocando las muestras en tubos de centrífuga a

altas velocidades, luego se decanta el líquido sobrenadante. En este proceso se remueven
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cuantitativamente sólidos (le las muestras que generan problemas en los procesos

posteriores.

Filtración, en este método (le pretratamiento cte muestras, la muestra líquida es pasada a

través de filtros de nienibranas para remover partículas suspendidas. Este proceso es

altamente recomendado para prevenir problemas de excesos de presión en la columna,

preservando así su vida.

• lRF1RAI'AMlENI() PARA MUESTRAS LIQUIDAS:

-
Extracción Ií(fiidO-li(1tIidO

- Extracción en fase sólida

- Membranas de separación

• I'RETRATAMIENTO PARA MUESTRAS SÓLIDAS:

-
Agitación cori Ultrasoinido

- Soxleth

-
Extracción con fluidofluido supercritico

- Extracción acelerada con microondas

-
Derivatización

- Limpieza de la muestra (Snyder, 1997, 103).
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Existen variados sistemas para retener y eliminar impurezas e interferencias en las muestras

uno de ellos es el uso de catiuchos Sep-pack; ellos están disponibles en empaques con silica

o alumina enlazada a (' 1 8(s1lano) o silica enlazada a otra variedad de productos químicos.

La muestra se hace pasar a través del Sep-pack con previo acondicionamiento del cartucho

(activación con solventes menos polar a más polar). Las interferencias quedan retenidas,

los compuestos de interés que quedan en él pueden ser removidos por elución con solventes

de di t'crent e polaridad. (1 i tul sa y, 309)

3.4.5. Estandarización de un método cromatográfico. Una buena cromatográfla con

íascs nióviles interactivas i cqulcrc un equilibrio adecuado entre las fuerzas

intel niolectilates existentes ditte los tres participantes activos en el proceso de la

separación. el soluto, la fase móvil y la fase estacionaria. Estas fuerzas intcrmolccularcs se

describen cualitativamente en fétniinos de polaridad relativa de cada uno de los reactivos.

Al elegir una columna para tina separación cromatográfica de reparto, la polaridad de la

fase estacionaria ha de ser bastante similar a la de los analitos, y para la elución se utiliza

entonces una fase móvil con una polaridad considerablemente distinta.

Si se quieren obtener buenas separaciones en un tiempo razonable, las polaridades del

soluto, de la fase móvil y de la f'ase estacionaria se han de armonizar cuidadosamente. Una

vez hecha la elección de la fase estacionaria, se deben realizar una serie de ensayos

tentativos obteniendo los cromatogramas con varias fases móviles, hasta que se llega a una
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Separación satisfactoria. Si la resolución de todos los componentes de la mezcla resulta

imposible, se ha de elegir otro tipo de columna. (Skoog, 1994, 749).

En resumen, para desarrollar un método cromatográfico es importante tener en cuenta los

siguientes factores:

• ELFC('ION DE LA FASE MOVIL Esta es ci motor de las separaciones en Fase

inversa Su elección depende dc factores tales como:

-
Solubilidad y estabilidad de la muestra.

Cantidad (le muestra

-
tipos de separación

-
lii fluencia del detector

- Pureza

• FLEC('ION DE, LA FAS1 7 ESTACIONARIA

-
t)inicnsiones: Diámetro de la columna, longitud, espesor de la fase estacionaria.

- Manejo de la columna

-
Elección del detector

• ENSAYOS EXPLORATORIOS: Una vez tornada la decisión respecto a la fase móvil,

la columna y el detector, queda la tarea de determinar las condiciones cromatográficas
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optimas para alcanzar una completa separación de todos los componentes en el menor

tiCfl)O posible.

• I)FT1RMlNACl()N DF LAS CONDICIONES CROMAI'OGRÁFICAS OPTIMAS:

Se registra el cromatograma de un blanco en un tiempo corto por ejemplo 10 minutos,

con gradiente lineal desde un 10% hasta un 100% de] componente final de la fase móvil

(i epetir varias veces hasta estabilidad (le la linea base); a continuación se repite el

gradiente con una inyección (le la disolución filtrada de la muestra. Se determina si los

compuestos (IUC flOS interesan pueden detectarse a las concentraciones requeridas, si

dichos compuestos son retenidos y eluídos en la columna.

• OPTIMIZACl(N, La regla general es que si desea acortar ci cromatogr ama hay ((UC

aumentar la concentración del componente más fuerte, mientras que si se desea

aumentar ci tiempo de retención hay que disminuir la concentración (le tal componente.

(Yost, 1981, 122).
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4. ANTECEDENTES

Se han realizado diferentes estudios de los cambios en la concentración de azúcares y

ácidos orgánicos en diferentes fiutos, tanto climatéricos como no climatéricos.

Pl' REZ el al (1997), utilizaron la técnica de 1 IPLC para la determinación rápida de

ai.icaies y ácidos no volátiles incluyendo ácido ascórbico en fresas y otras frutas (duraznos,

manzanas, bananos y kiwi). Se usó un cartucho CIKSCp-pack en el proceso de limpieza (le

la niuestra, una Columna (le exclusión iónica, fase móvil 112SO4 0.0085N, velocidad de flujo

0  rill-Irnin y detectores ti. y . con arreglo de diodos e índice de refracción.

Vos principales ácidos y azúcares que se encontraron en los extractos (le fresa Í'uerori:

aedo cítrico, ácido málico, ac i do ascórbico. En cuanto a azucares se detectó sacarosa,

glucosa y Fructosa. En las otras frutas encontraron ácido oxálico, ácido cítrico, ácido

málico, ácido ascórbico, ácido quinico, ácido succinico, y azucares sacarosa, glucosa,

l'i tictosa.

PFRKINS-VEAZIE el al (1996), analizaron los cambios fisiológicos y bioquímicos

producidos durante numerosos estados de madurez en diferentes frutos de la familia Rubus

(variedades Navaho, Choctaw, Choyenne, Shawnee). Como conclusión se estableció la
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influencia de la maduración Sobre la calidad postcosecha, observándose que el 50% de los

Putos maduros presentaron menor acidez titulable y mayor concentración de sólidos y

antocianinas que los frutos cii otros estados (le madurez.

RA RTOI .OMF et al (1990), estudiaron la influencia del congelamiento y almacenamiento

sobre la concentración (le azucares en dos variedades de piia (Smooth caycnne y Red

s i anish ), 1,1 piña Se cotió en tajadas y se almacenó a -18 o c por 12 meses. Las muestras

Riet un evaluadas antes (le ser congeladas y 1, 2, 4, 6, y 8 meses después de almacenarlas

congeladas, Fi contenido de azucares fue determinado por 1 IPLC y cOnlpara(lo con el

contenido total de los sólidos solubles determinado por índice (le refracción. Fi contenido

(le sólidos solubles (le las dos variedades, no cambia significativamente durante la

congelación. Después (le un año (le almacenamiento sn presentó el incremento en los

aiticares totales en ambas variedades, 48.7% en la variedad Smooth Cayene y 13.5% en

Red Spanish Con este ti abajo se concluyó que no son importantes los cambios en el

contenido (le azucares, asociados a los procesos (le congelación y almacenamiento (le las

tajadas de piña congeladas.

LOPEZ et al (1996), determinaron ácidos orgánicos, azucares y glicerol en productos (le

Vino blanco, teniendo en cuenta factores como el clima y la variedad de las uvas. Mediante

el método de EIPLC por exclusión iónica y con el detector de índice de refracción se

encontraron en los mostos (Macabeo, Xare y Parellada) y en vino blanco (de 5 cosechas
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10891993) ácido cítrico, tartárico, málico, succínico, galacturónico y táctico. En cuanto a

azucares: glucosa y fructosa y glicerol.

l)t I RSF et al (1994), cuantificaron los principales azucares y ácidos enjugo de frambuesa

por medio de 11 Pl .C, ut iii za ndo la columna Ami nex I1PX-87 Ji y los detectores de 1.11 y el

(le 1 tV Como principales ácidos cuantificaron el ácido cítrico 95.6% y de ácido málico (le

U 3 a 96% (le los ácidos totales, encontrando también ácido isocitrico y fumárico en los

Los azucares cuantificados en mayor proporción Fueron la fructosa y la glucosa los

cuales se encuentran en concentraciones entre 2,5 y 3,0 g/¡ 00 inI de jugo.

FFRNANDF2 et al (1994), investigaron varios métodos para la separación y cuantificación

de lo ácidos orgánicos (orútico, cítrico, pirúvico, láctico, úrico, fórmico, acético,

propionico, butírico, e hipupico) en yogurth natural, con una etución isocrática, con

columna 2 para 1 Il'LC con acetonitrilo y agua VS 0.01 N de II 2S0 1 . Los yogures hechos

bajo condiciones del laboratorio Fueron almacenados a 4°C por 4 semanas (durante la

íei mentación se tomaron las muestras cada hora y después de 4 semanas de

ainiaceriainiento.), éstas muestras se analizaron con columna Aminex IIPX 8711 de

intercambio iónico con fase móvil 0.0078 N de 1-1 2 SO4 . y detector UN a 210 nrn. Los

niveles de ácido acético y propiónico aumentaron durante la fermentación y el

almacenamiento.
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RIRl'OLINI et al (1994) » realizaron un procedimiento para identificar ácidos orgánicos en

vinagres, (se analizaron 3 vinagres de manzana, 8 vinagres de vinos y 1 vinagre de malta),

hasándose en la decoloración (le la muestra con carbón activado y la remoción de los

azucares por intercambio de iones. El análisis se llevó a cabo con una columna Aminex

IIPX 87-II, fase móvil 11 2 S0.1 0013N y un detector VV. a una X = 210 nm. Este método

se comparó con una técnica cnzi mática. Se detectaron ácidos cítrico, láctico, tartárico y

SLICCíIICO. II ácido láctico tiie el que se presentó en mayor cantidad en el vinagre de vino.

RIAI ct al (1 994), determinaron ácidos orgánicos (oxálico, málico, cítrico y succinico) en

diíei entes variedades (le fiambuesa (/.?ov/e, Fesiit'aI, Killw,zo' y y Prestige), cultivadas en

Maine, este estudió se realizó durante 3 años (1989-1991). Las concentraciones de ácidos

01 aiiicos presentaron diferencias significativas dependiendo (le las variedades. 11 ácido

ciii ico se encontró en mayor cantidad en los jugos (le frambuesa ( L 7-2.7%) y el ácido

TUÍIITC() en menor cantidad (0,05-0, 1), el ácido succínico se presenta en pequeñas cantidades

en los jugos (le estas frutas. La variedad /esiiaI, presentó mayor contenido de ácidos. El

contenido total (le ácidos orgánicos fue menor en la variedad Preslig', Las condiciones

climáticas (temperatura. % (le radiación solar y la precipitación) mostraron un gran efecto

sobre la concentración (le los ácidos, durante el crecimiento de las frambuesas.

lV1.EKI et al (1994), procesaron jugos de II variedades de manzana, antes y después de

almacenamiento. Los jugos fueron analizados para azucares individuales por medio de
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JIPI (' Los rangos de concentración (/100 mi) encontrados para jugos producidos de

thitas frescas y almacenadas, fueron los siguientes respectivamente: Sacarosa 1.33-4.8,

062-3 3: fructosa 4.12-6 78, 1 27-7.43; y glucosa 0.7-2.27, 0.88-2.65; xilosa; galactosa,

rafinosa y sorbitol. Los aucares totales reportados son 8.26-13.21, 7.79-11.96, sólidos

solubles totales 97-15, 97-134 La variedad así como el almacenamiento muestran una

influencia significativa sobre ci contenido (le los principales azucares. Las estaciones

afrctan solamente las cantidades de glucosa y ralinosa; mientras que la zona de cultivo no

tiene un efecto importante cii la concentración de los analitos. Muchos jugos comerciales

(le manzana tienen composición similar a los jugos naturales, excepto cuando ellos

contienen cantidades cuantificables (le etanol y fuifural.

('ANO et al (1994). desarrollaron un método para la determinación de ácidos no volátiles

en frutas por medio (le l-IPI.0 las muestras se extrajeron con metanol, Iuco se

centrif'ugaron, el metanol tite eliminado por evaporación y reemplazado con agua

desionizada. Las muestras se pasaron a través de sep-pak Ci 8. La cromatografia se llevó a

cabo usando una columna de intercambio iónico con una fase móvil 11 2 SO4 0.00425 M,

flujo (le 0.4 ml/niin y una ?	21 ,1 nni. El método permitió la cuantificación (le ácido

oxálico, oxoglutámico y lumarico en varias frutas (kiwi, mango, papaya, piñas y bananos)

MONTANA et al (1994), llevaron a cabo un análisis de la composición de ácidos orgánicos

en una serie de productos de piña (jugos y néctares) para detectar adulteraciones. Los
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ácidos se determinaron por medio (le la técnica de HPLC, utilizando una columna Acero

Ion -300, con 11 2 SO4 000425 M como fase móvil, Los ácidos evaluados fueron ácido

oxálico, cítrico, L-niálico, (1UíflICO y succinico. Se presentaron también resultados del p11 y

la acidez titulable. Los resultados muestran que una relación ácido cítrico/L-niálico = 2,

indica la autenticidad de los productos (le piña.

1 FI (1993), util izó un método (le II Pl C, para evaluar ácidos orgánicos en jugos de

nar arija. Se identificaron lo ácidos carboxílicos en jugos de naranja Valencia, COfl clución

'socrática a 20 °C, COfl Kl 1 2 PO, 1 20 mM (pl1	2,8) como fase móvil y un flujo de 0.7

ni 1/ini u usando un detector Ii V a 214 mu Las muestras fueron purificadas usando

cartuchos S( 'X.

'1 FI 'I'I RS (1 993), desarrolló una técnica para analizar 11 Compuestos presentes cii

pepinos frescos o fermentados, sobre' una columna (le intercambio iónico y con soporte

polimérico (le estireno-divinilbenzeno sulf'onatado. Se trabajó cori elución isocrática ácido

heptalluorobutirico 16 mM, empleando detectores de conductividad para el análisis de

ácidos y un detector aniperométt'ico para ci análisis de azúcares y alcoholes.	La

identificación de los compuestos se realizó por medio de estándares externos e internos y la

cuantificación se hizo basándose en las alturas y las áreas de los picos. Corno resultado de

la separación y elución se identificaron los siguientes compuestos: glucosa, fructosa,

glicerol, etanol, 1-propanol, ácido málico, succínico, láctico, acético, propiónico y butírico.
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WANG et al (1993), cuantificaron los cambios en ácidos orgánicos durante la maduración

de duraznos (/'runns persica 1.. Ikis/scl,) en diferentes variedades.(Babygold 5, Baho/d 7

y /r('e.sIoJn'). En la madurez total las variedades /kzhygo/d 5, I3ahygold 7, presentaron

contenidos (le aproximadamente 60% de ácido málico, 20% ácido cítrico y 191/,Ó de ácido

quínico mientras que en la otra variedad los contenidos de los tres ácidos fueron 37, 35 y

28 ò respectivamente Algunas variedades durante la maduración (le la fruta muestran

incremento en ci contenido de ácido míilico y disminución (le los ácidos cítrico Y (111Í1iCO,

mientras qtie en otras variedades se presentan P O CO S cambios.

1 )A( )( )I) et al (1992), separaron y determinaron carotenoides, azucares y ácidos orgánicos

en fi titas (le p laca minero usando II PI C, bajo condiciones isocráticas. Se encontró (ltIC

estas frutas son una excelente fuente (le vitamina A. La fruta contiene principalmente

rducosa, fructosa y un oligosacárido no identificado. La sacarosa no se detectó en frutos

verdes ni maduros. La 1 IPI f de pares iónicos permitió la separación y cuantificación de

ácido malico, isocítrico, cítrico, ascórbico, fumárico y gálico. El ácido niálico lije el que

predominó en estas fnitas: cuando las frutas presentaron madurez total se observaron

perdidas considerables en las concentraciones de azucares solubles y ácidos orgánicos.

011 .FS et al (1992), por medio de la técnica de 1 IPLC determinaron el contenido de azúcar

en 8 variedades de manzana. Los azucares predominantes fueron fructosa (4.77-6.84%).

glucosa (1.33-2.84%), y sacarosa (0.74-2.68). El contenido total de azúcar entre las
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variedades no presentó diferencias muy significativas, encontrándose en un rango de II a

R S( o'

UI .ANC() et al (1992), estudiaron los cambios en la cantidad de los principales ácidos y

a7ucarcs Cn cinco variedades (le manzana asturiana, durante su etapa final de maduración,

1)0 1 medio (le 1 IPL('. Los cambios en polifenoles, azucares y almidones en estas variedades

fueron cslu(lia(loS en el iniSnio periodo. Se notaron diferencias en las cantidades (le los

principales azucares (glucosa, fructosa y sacarosa) y en el sorbitol, en las cinco varlcda(lcs

estudiadas La fructosa se acuniula en las titilas durante la etapa final (le la ma(JtIIaciún,

mientras que las concentraciones de ácido milico y almidón disminuyen.

• Kl RM ANN et al (1992), analizaron por medio de II PLC los cambios en azucares,

principales ácidos y aniinoñciolos en manzanas durante la maduración de los Ihitos y un

posterior almacenamiento a 4 "('. La fiuctosa fue el principal azúcar encontrado. 1,a

rlucosa, sacarosa y fructosa se incrementan en diferentes niveles durante la maduración,

ltici.o los niveles permanecen constantes hasta que se inicia su descenso. Los principales

acido, encontrados fueron el cítrico y el niálico. Todos los cambio producidos en la fruta

son relacionados con la actividad metabólica durante el crecimiento y maduración (le la

ti uta.
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NISPEROS el al (1992), utilizaron la técnica de 1-IPLC para hacer una detección simultánea

de ácido dehidroascórbico, ascórbico y otros ácidos orgánicos en frutas y vegetales.

Utilizaron cromatogratia en fase reversa con un detector VV con arreglo de diodos. Se

realizó la separación de varios ácidos no volátiles en diferentes frutas y vegetales,

encontrando como principales componentes los ácidos cítrico, málico, y ascórbico se

observó la descomposición del acido ascórbico durante el almacenamiento (le las frutas.

SUAGUIR el al (1992), llevaron a cabo la determinación (le los azucares totales solubles y

al ni idón en ti-titos de kiwi (1 luna deliciosa, Variedad deliciosa), Para realizar esta

investigación titil laron la técnica de II Pl Á ', por medio (le la cual se evalúo la recuperación

de azucares en el extracto. Las muestras fueron inyectadas sobre una columna II1`X-87('

Rio-Rad y cluídas con agua a 85°C, durante 90 minutos. Los componentes se detectaron

por indice de refracción. Ln el análisis (le los extractos (le identificaron como principales

aiucares íuctosa 48%. glucosa 39 4 y sacarosa 13%, no se encontraron oligosacáridos, ni

disacáridos. Fste procedimiento puede ser aplicado en varios aspectos de investigación

Sobre los frutos de kiwi, concernientes a la relación entre la composición de carbohidratos y

el desarrollo de la fruta.

ROIJZAS et al (1991), determinaron de manera simultánea el contenido de ácidos

orgánicos y azucares en queso ('heddar por IIPLC. La metodología incluyó la utilización

de una columna An'iinex 1 IPX-87 II y los detectores de índice de refracción y VV. La fase
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móvil utilizada fue ácido sulfúrico 0.009 N. Los azucares y los ácidos se identificaron por

los tiempos (le retención. Este método de FIPLC proporciona una forma simple de

monit orear los cambios de estos compuestos durante la maduración del queso.

IlE JN'I tR ci al (1991), llevaron a cabo diferentes procesos de extracción para la

determinación de azucares y ácidos orgánicos en uvas, y compararon su efectividad. En los

(liíelentCs procedimientos se obtuvo una alta tasa de recuperación de azucares y ácidos.

1 os proceclinietitos consistían en extracción por liofilización de los extractos, con agua

(lesionizada. durante 60 mm. a temperatura ambiente, El análisis de ácidos y azucares

real izado por M I LCMIL( arrojó los siguientes resultados:

- Glucosa 105.1 %

- Fructosa 106,08%

-
Ac. ¡artatico 9933 0..;.)

- Ac Málico 99%

Para prevenir la descomposición (le las uvas y la interconversión entre compuestos, las

muestras fueron liofilizadas y analizadas tan pronto como fue posible.

IXI)YON el al (1991), utilizaron la técnica de IIPLC para la separación y cuantificación (le

rs (le 50 ácidos orgánicos, azucares y alcoholes, encontrados comúnmente en productos

comestibles. Este trabajo se realizó utilizando una columna polirnérica de intercambio de

cationes y los detectores UN.-Visible y el IR.. Para lograr una óptima separación y

cuantificación de los ácidos láctico y succínico se usó una fase móvil de H2SO4 0.008 N a
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55°C. Para compuestos tales como ácidos tricarboxílicos, azucares simples y alcoholes,

presentes en las frutas frescas y en jugos, la mejor separación y cuantificación se obtuvo

empleando 11 2 SO4 0.0065 N a 25 °C. Con esta técnica se analizaron cerca de 53

compuestos de manera rápida y versátil.

R( )MLR() el al (1990), determinaron y cuantificaron ácidos orgánicos en frutas, emplearon

una técnica de 1 IPL(', la cual comprendía la maceración de las frutas, filtración del extracto

Y análisis del filtrado, 1 Jtil izan(lo una prccolumna Ncwguard RP 1 8 y una columna

Sphcrisorb 01)5 2, como lise niuvil se empleó agua acidificada a pI-! 2,2 y un detector

II V -Visible, operado a 2 14 nm Lsta metodología se aplicó a frutos de bahaco (Canea

pentagonia) y Kiwi ( Actinidia chinerisis).
Los ácidos predominantes fueron qilinico,

mM ico, cítrico. (Romero, 1990, 299).

1 .OPFZ el al (1989), utilizaron un método de 1 IPLC en fiase reversa, para la separación y

determinación de ácidos no volátiles en jugos de frutas (9 muestras), 7 néctares y 2 bebidas

frías. Para la separación se utilizo una columna Spheri SRP 18. La fase móvil fue agua

grado 1 ajustada a un 1)11 (le 2.2. Con un flujo de 0.4 mI/mm. Los principales ácidos

orgánicos fueron determinados a 214 nin, el ácido ascórbico y el sórbico a 254 nm, y el

acido benzoico a 230 nm Se analizaron jugos manzana, naranja, piña, pera y uva. Los

ácidos cítrico y niálico se encontraron en todas las muestras.
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Rl SI 1WAY et al (1984), aplicaron la técnica de HPLC en la determinación de ácidos

orgánicos en papas, se utilizó columna de exclusión iónica HPX-87; como fase móvil

1 hSO. 1 0 018 N volumen (le flujo 0.7 mUmin y detector U y. Los principales ácidos

encontrados ficroii el ácido oxálico, cítrico, málico, succinico, ftxmarico y piroglutámico.

WR()l STA1) et al (1980). investigaron la composición de azucares y ácidos no volátiles cii

innia con el propósito de adquirii datos básicos que puedan ser usados para establecer la

autenticidad de productos de moia Los azucares y los ácidos fueron aislados por técnicas

de intercambio iónico. Se analizaron 15 muestras, considerando la madurez, la variedad y

los efectos del proceso en su selección. La glucosa y fructosa fueron los Únicos azucares

detectados. La relación glucosa/fructosa para todas las muestras fue de 0.71 se

identificaron ácidos fosfórico, málico, l acto¡ socitrico, cítrico, isocítrico y quínico, los

cuales mostraron considerables variaciones, el ácido lactoisocítrico estuvo ausente en 6 de

las muestras. La niadtir ci. tuvo considerable efecto sobre la composición, mientras el

ccsaniient o en coricent jados p odtijo cambios ni ini flRs.

5151 RIJNK y CASI  (1973). analizaron por IIPLC los ácidos no volátiles en 4 variedades

(le fi-esa en diferentes estados (le maduración, concluyeron que el ácido predominante en

ellas fue el ácido cítrico y en menor concentración el málico; además de ácido L-aspartico,

acido 1 .-glutámico, ácido qul nico, ácido succínico, y ácido fosfórico. Estos ácidos no

volátiles en estas variedades no varían cualitativamente, pero encontraron diferencias

cuantitativas entre la variedad y la madurez de las fresas.
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5. METODOLOGIA

S.J. MATERIA PRIMA

Los materiales de mora fueron cultivados en la granja "los Cerezos" » del SENA

Agropecuario en la Enea Manizales, a una altitud de 2150 m.s.n.m., con una humedad

relativa del 85%, y una temperatura promedio de 17 °C. El terreno tiene una pendiente

entre el 30-40%. El cultivo consta de 40 materiales diferentes los cuales están distribuidos

en surcos (1 surco por cada material) los surcos distan entre sí 2.5 ¡u; cada surco esta

compuesto de 10 plantas» la distancia entre plantas es de 2.0 m.

Los materiales de mora analizados en esta investigación se denominan: CEREZOS, SARA

II Y VILLA MARÍA. Las plantas se marcaron al inicio de la floración, se cosecharon

frutos para los análisis a los 45, 50, 55 y 60 días luego de antesis (ver figuras 1,2,3,4). Las

muestras de cada material estaban compuestas por 5 o 6 frutos (le mora y fueron

recolectadas por triplicado, la recolección se hizo completamente al azar. Se realizaron dos

marcaciones (marcación 1 y marcación 2) al cultivo experimental.

El análisis de la población se realiza mediante un diseño estadístico de bloque al azar » con

el cual se minimiza el error experimental dentro de cada bloque. El error puede deberse a

la intensidad solar, pluviosidad, etc. El análisis de varianza se realizó mediante el S.A.S.

(Stadist Analist System) y las diferencias entre los tratamientos se establecieron con las

pruebas múltiples de Duncan.
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MUESTRAS DE MORA 45
blAS bESPUES DE ANTESI5

211

t11 57	-0

VILLA MARIA,-- i 	A

MUESTRAS DE MORA 50
blAS bESPUES DE ANTESIS

6é
VILLA /ARL/	 CEREZOS	 i
'?	 1

Figura 2.
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MUESTRAS DE MORA 60
DÍAS ¡DESPUES DE ANTESIS

•1

VILLA MARIA	CEREZOs rIIT.L
Figura 3.

MUESTRAS [DE MORA 55
DÍAS DE5PUES DE ANTESIS

r 

1 .0:
C A  . TT

Figura 4.
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5.2. ANAIJSIS FISROQLJIMI('OS

5.2. 1. Determinación del contenido de sólidos solubles: Se determinaron por el método

refractométrico y se expresó como % de sólidos solubles o grados Brix.

5.2.2. Determinación del 1)11: Método potenciométrico.

5.2.3. Determinación de acidez titulal)le: Se realizó mediante el método de titulación

potenciométrica Se cxpicsa como % de ácido málico;

°/ (le açi(lo malico (y, ' N i 1/V2) * K * 100

Donde

Volumen de NaOl 1 consumido (mL)

V2 Volumen de la muestra (2 iuL)

K = peso equivalente del ácido niálico (0.067 g/mcq)

N Normalidad del NaO! 1. (0. 1 meq / ruL).

5.2.4. Determinación del indice de madurez (LM.): Se calculó mediante la fórmula:

I.NI. %solidos solubles/% de ácido niálico

5.2.5. Determinación (le azúcares reductores y totales por el método de Feliling: La

determinación de azúcares no reductores, se hizo mediante la diferencia entre los

azúcares totales y azucares reductores, utilizando la siguiente fórmula:

Título Fetilitig - V ml glucosa)! 10 ml Fehling * 5 mg ml glucosa
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5.3. ANÁLISIS DE ÁCIDOS Y AZUCARES POR HPLC

5.3.11.Preparación de la muestra:

o Nxtiacción manual del jugo (le la fruta

Tamizado

( 'cntrifiigación a 4000 rpnl. durante lO minutos a 0°C

• Obtención del sobrenadante (jugo)

. f)] lución del jugo 1 5 con agua grado 1

•	Filtración del extracto con filtro scp-pack (718

• Filtración por membrana O 451Lm

• Fnvasado en vial de 2 ml

Inyección de la muestra en el 1 IPLC.

5.3.2.Condiciones de inyección: las variables estandarizadas en el I-II'LC durante el

análisis de las muestras y de los estándares fueron:

Fase móvil 1 1 2 SO4 O ()OSM

llujo 06 ml/ruin

Piesión	'5- lOSO psi

Velocidad de inyección. 200 fIlínlin

Volumen de inyecclon: 20rl

Columna Aminex HP-87X

•
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!emperatura: 45 °C

Detectores: INDICE DE R[ FRACCION y U y-VISIBLE longitud de onda variable.

= 210 nm

Tiempo de análisis: 1 5 mm/muestra.

5.4. EQUIPOS 'Y MATERIALES

('rornatÚtrafo Liquido de alta resolución (1 IPLC), marca Hewlett Packard serie 1050,

manejado bajo el soflwaFe "Asterix ¡ lewlett Packard" (1988). Consta de los siguientes

niodulos

Bomba cuaternaria Reí 79852A

Desgasificador al vacío en linca

Autonniestreador Ret' 79855A

Detector VWD Re! 79853A

1 lomo rara columnas Rcí.32 1 6G-05954

Detector de indice de refracción Reí 1047-A

Columna de exclusión jónica marca BIO-RAD AMINEX IIPX-87H.

Dimensiones: 300 mm de largo * 7 S mm de diámetro

Soporte: Copolínicro Divinil Benceno estireno sulfonado

Tamaño de partícula: 9tm
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Presión máxima: 1 500 psi

Temperatura máxima; 65 °C

1 : lujo máximo a temperatura máxima; 1 ml/mi n

Jase móvil típica ¡ 1 2 SO4 0.005N

Ran go (le pI1: 1-3

Guarda columna Ref 125-0129

Microbalanza electrónica. doble rango marca Precisa modelo 40sm - 200

Agitador magnético con plato de calentamiento marca IKA, modelo IKAMAG. RCT.

(enti ¡fu ga de mesa programable refrigerada marca Internacional Equipment Company.

modelo ('entra MP4R. Máxima vel. 14000 rpm, rango (le temperatura. -5 a 40 °C

• Sistema M1I..1.11-11() MlLl.l-Q para obtención de, agua tipo 1 (resistividad 18

megaohmnioscm y un nivel máximo de carga orgánica total de 10 ppb). Posee un flltro

millipack con membrana (lurapore de 022 jun de poro. Marca Milli Pore

Equipo de microfiltracióri (jeringas, cartuchos sep-pack C18 y membranas filtrantes,

tamaño de polo 0.45uri y 13 mm de diámetro) marca Waters.

• l'otenciometro marca Metrohni ref704. Electrodo de platino ref. 6.0238.000

Ret'ractómetro manual.

• Nlicropipeta de 100-1000 111 .. marca Brand.
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S.S. REA(i'IVOS

Fistándares de ácidos orgánicos marca Supelco ref.4-7264.

Acido cítrico ref. R-474 175

Acido málico reí R-474 180

Acido ascórbico reí 11-600408

Acido succinico reí R-475160

Estándares de azucares ((ilucosa, Fructosa) marca Sigma

I)( 4 ) (ilucose (Dextrose1 corn sugar), G 7528 RT, SIGMA Ultra Anhydrous >99.5%

1 IPLC.

E)(-) Fruciose (D-l.cvulosc fruit stigar). F 2543 Rr, SIGMA Ultra.

Acido sulfúrico 96% marca Carlo Erba Reagente, Codigo Y 410301.

. Alcohol etílico absoluto anhidro J: -I" BAKER Reactivo,ACS. 9000-05.

. Sodio 1 lidróxido anhidro en lentejas marca Carlo Erba RPE-ACS, Codigo # 480507

Agua grado llt'[.0 Ultra Pure Water System marca MILLIPORE, Milli-Q plus.

la Solución sobresaturada de acetato de plomo.

Solución de oxalato de sodio

Acido cítrico, marca Ca¡ lo Fiba Reagente puro, código #403 727.

Fehling A (Tartrato de sodio y potasio)

¡ : cl .,li fl g 13 (Sulfato de cobre)

Solución de azul de metileno al 1%.
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6. RESULTADOS Y ANALISIS

l os ¡esultados de los materiales analizados fueron obtenidos de (los marcaciones realizadas

al cultivo experimental el 2 (le marzo y ci 5 de abril de 1999.

6.1. ANÁLISIS FISICOQ(ÍMIC()

6.1.1. pI1: FI análisis estadístico aplicado a los datos obtenidos en las determinaciones del

pl!, muestran un coeficiente de variación entre 1.45% y 1.47%, además que no

existen diferencias significativas entre los tres maeriaIes pero sí en cuanto a las

épocas de desarrollo, en las dos marcaciones. Estas variaciones eran esperadas ya

que a medida que aumenta el tiempo de desarrollo, disminuye la concentración (le

algunos ácidos generándose un aumento en el pl 1. (Gráfica 1 y 2). En las dos

marcaciones los materiales CERFZOS y SARA 11, presentan un comportamiento

muy similar, ya que muestran un mínimo a los 50 días después de antesis (ver

gráfica 1), donde aparentemente la concentración de ácidos se incrementa

notablemente, causando descenso del pl-1 y luego viene la etapa de degradación de

los ácidos, provocando un aumento en el plí hasta el día 60 que corresponde al

estado de madurez máximo analizado. El material VILLAMARIA en contraste,
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GRAFICA 1. rv1eres oc rno
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6.1.2. Acidez titulable: Existe una diferencia altamente significativa entre las épocas

(días) para los 3 materiales en cuanto a la acidez titulable. Este resultado es de

esperarse ya que a mayor tiempo de desarrollo se presenta una menor acidez por ci

metabolismo de los ácidos orgánicos a azúcares, generalmente.

En las dos marcaciones se presenta un máximo de acidez a los 50 días los

materiales entre si no presentan diferencias significativas en el comportamiento de

los ácidos orgánicos a través del tiempo, en las 2 marcaciones (gráficas 3 y 4).

6.1.3. °Brix: Para esta variable existe diferencia altamente significativa entre las épocas

de recolección y los  materiales según el análisis estadístico de l)uncan. El

comportamiento de los 'Brix en la marcación 1 es muy irregular (gráfica 5), cada

uno (le los materiales exhibe un máximo en diferentes épocas (días). En la

marcación 1 los materiales CEREZOS y SARA II presentaron el minimo (3.93

°Brix) a los 60 (lías, mientras que ci material VILLAMARIA lo presentó a los 55

días (4.67 °(3rix) Esto puede ser debido a la diferencia de madurez que presentaban

los 3 materiales al ser recolectados ya que cada material presenta un ciclo (le

desarrollo diferente En la marcación 2 el comportamiento para los 3 materiales es

muy similar obteniéndose su máxima concentración de °Brix a los 60 días (gráfica

( ). etapa en la cual la moia presentó una alta madurez; en esta marcación se

presenta tina diferencia significativa entre las épocas de recolección típica de su

madurez.
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GRAFICA 3. Materiales demora
 GRAFICA 4. Materiales de mora
% acidez
 % acidez

lo

% Acidez vs. Tiempo de desarrollo.
Marcación 1

5.50
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2

50	55	50	65
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5.50

450
N4,

3,50

2,50

1,50L
40	45

—4--- cerezos
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—&-- Villamaria

Acidez vs. Tiempo de desarrollo
Marcación 1

Días Cerezos	Sara II	o	Villa Maria	o

45	3,79	0.08	3,84	0,27	3.03	0,06
50	4,00	0,40	4.01	0,57	4,31	0,09
55	3,73	0,65	3,26	020	3,41	0.63
60	3,13	0 . 06	259	0,07	2.80	0,26

Acidez Vs. Tiempo de desarrollo
Marcación 2

	

Días	Cerezos	sara II	ry	Viliamaria

	

45	3.70	000	4.02	0.00	4,06	0,34

	

50	4,81	0,10	4,85	0,05	4.64	0,24

	

55	3.53	0,15	3.51	0,06	3,87	0,24

	

60	2,31	0,21	2.24	0.51	2.67	0.02
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GRAFCA S. Materiales demora
Grados Brix
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GRAFICA 6. Materiales demora
Grados Brix

Brix vs Tiempo de desarrollo.
Marcación 2

Brix vs. Tiempo de desarrollo
Marcacon 1
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6.1.3. Indice de madurez:	Al comparar los 3 materiales analizados, el material

VILLAMARIA presenta un comportamiento proporcional de su madurez con

relación a su tiempo (le desarrollo. Se aprecia una curva normal de ascenso en el

índice de madurez (gráficas 7 y 8). Los materiales CEREZOS y SARA II muestran

un pico máximo en el indice de madurez a los 55 días después de antesis, donde se

presenta el mayor 'o de °Rrix y una disminución de la acidez. En la marcación 2 el

material SARA II presenta una mayor relación °Brixlacidez, esta puede ser causada

por la baja acidez (le la muestra. Los materiales CEREZOS y VILLAMARIA

exhiben una buena relación de madurez, lo que índica que se tiene un equilibrio en

el desarrollo (le los azúcares y los ácidos durante el proceso de maduración de estos

(los materiales.

Comparando los resultados de las dos marcaciones-en cuanto al índice de madurez,

se aprecia que hasta los 55 días los tres materiales analizados en la marcación 1,

evolucionan más rápidamente (gráfica 7 y 8); Sin embargo a los 60 días los tres

materiales de la marcación 2, alcanzaron indices de madurez por lo menos dos veces

ma yores respecto del día 55, con relación a los mismos materiales analizados en la

marcación 1. Este resultado puede ser debido a que los frutos de la marcación 1

maduraron (45-60 días luego de antesis) en condiciones climatológicas más intensas

(temperatura aflhl)iCntC mayor, menor precipitación pluvial); a diferencia de los

frutos de la marcación 2 donde las condiciones climatológicas en las mismas épocas

de desarrollo fueron menos severas, lo que pudo generar un aceleramiento (le la
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Indice de madurez vs. Tiempo de desarrollo.
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GRAFICO 8. Materiales de mora
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6.l.S Azúcares no reductores: [1 porcentaje de azúcares reductores obtenido mediante

la prueba de Fehling fue de 0 825%.

Azúcares totales - Azúcares reductores =Azúcares no reductores.

(10825°/o) - (lO 0 1%) = 0825% de azúcares no reductores.

6.2. TRATAMIENTO DE LA MUESTRA:

Va metodología utilizada, permitió la obtención de la muestra para análisis de manera

pida y sencilla, generándose así un buen rendimiento en cuanto al tiempo de análisis. La

uliliiación del Sep-pack en el acondicionamiento de la muestra fue de gran ayuda para el

análisis instrumental, porque permitió la eliminación completa del color en el extracto de

mora, evitándose de esta manera saturaciones y daños en la columna.

6.3. CURVA DE CALIBRACIÓN:

En el ANEXO 1, se muestran las curvas de calibración utilizadas para cuantificar cada uno

(le los analitos presentes en los materiales de ¡nora (I?uhus glaucus Be,:!.) por IIPLC. En

las gráficas se puede apreciar el rango de linealidad de éstas gráficas y sus excelentes

coehcientes de correlación, para todos los compuestos estudiados. La solución utilizada en

la elaboración de la curva de calibración estaba compuesta por ácido cítrico, málico,

sticcinico, ascórbico, glucosa y fructosa.
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6.4. ANÁLISIS DE AZÚCARES Y ÁCIDOS ORGÁNICOS POR HPLC.

1 os resultados de la separación cromatográfica de las muestras y de las soluciones estándar

son presentados en el ANFX() 2. Se observó tina óptima retención de los ácidos cítrico,

málico, ascórbico y SLICCÍniCO y (le los azúcares glucosa y fructosa, utilizando la columna

l IPX 8711 en fase inversa, La identificación de los analitos presentes en la mora se realizó

mediante la utilización (le estándares externos, comparando tiempos de retención y alimento

en las áreas (le los picos.

6.4.1. (;Incosa (t, 8.92 miii.): Se presenta diferencia altamente significativa entre las

épocas de desarrollo respecto de la concentración de glucosa (gráficas 9 y 10). La

marcación 1 presentó para los tres materiales un comportamiento similar: un

ascenso constante en su concentración (le glucosa hasta los 55 días, y luego al

finalizar su desarrollo un leve descenso para los materiales SARA II y

VI LLAM ARt A, el material ('1 'R LZOS continúo incrementando su concentración

de glucosa (gráfica 9). Para la segunda marcación (gráfica 10), se presentó un

aumento constante en la concentración (le glucosa, hasta su etapa final de

n')a(luración.

6.4.2. Fructosa (tR 9.70 min.): En las dos marcaciones, la composición de fructosa en

los tres materiales muestra diferencias altamente significativas entre las épocas (le

maduración. Los materiales de la marcación 1, exhiben su máximo en la
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composición de fructosa, a los 55 días después de antesis, gráfica 11, puesto que son

muestras mucho más maduras que las de la marcación 2, por lo tanto presentan un

desarrollo bioquímico más rápido. En la marcación 2, se visualiza, según la gráfica

12, un comportamiento ascendente en la concentración de fructosa; el máximo se

encontró a los 60 días, ya que su proceso de maduración fue más lento debido a

flictores climáticos.

Vos resultados obtenidos en el comportamiento de los azúcares, durante los análisis

realizados en las cuatro dite, entes épocas (le desarrollo a los materiales de mora eran

esperados, teniendo en cuenta el proceso bioquímico (le maduración de frutos, mediante el

cual carbohidratos y ácidos se interconvierten en azúcares, que son entre otros los

responsables del sabor, aroma y cambios en la textura.

6.4.3. Sacarosa (( 7.50 mm.): Durante la realización del análisis instrumental, en la

identificación de azúcares no se encontró sacarosa en ninguno de los 3 materiales (le

mora, los cromatogramas no muestran picos en tR de 7.5 minutos, correspondiente

al t, de la sacarosa. 1,a ausencia de este azúcar no reductor, se comprobó mediante

la prueba de Fehling (para azúcares totales y reductores); esto se debe posiblemente

a que las pequeñas cantidades de sacarosa que posean los frutos, se vean

involucradas en la generación del ácido málico; ya que es el principal precursor del

malato en todas las frutas de hayas, (Seyrnour, 211,216). Además la sacarosa se

hidroliza fácilmente mediante la acción de invertasa a glucosa y fructosa, durante el
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GRAFICA 9. Materiales demora
Glucosa
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GRAFICA 10. Materiales de mora
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GRAF$CA II. Materiales de mora
 GRAFCA 12. Materiales de mora
Fructosa
 Fructosa

Concentración de Fructosa vs Tiempo de	 Concentración de Fructosa vs Tiempo de
desarrollo. Marcacióni	 desarrollo. Marcación 2

Fructosa Vs. Tiempo de desarrollo
marcación 1
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6.4.4. Ácido cítrico (t 1 = 7.82 mm): En el análisis estadístico de todos los ácidos

orgánicos presentes en los materiales de mora: ácido cítrico, niálico, ascórbico, y

succínico (gráfica 13 a 20), se observan diferencias altamente significativas entre la

concentración (le los ácidos y las épocas de desarrollo.

Para el ácido cítrico en la marcación 1, los materiales CEREZOS y SARA It tienen

un comportamiento descendente a través de toda su época de desarrollo, mostrando

un mínimo marcado a los 60 días luego de antesis, producto de la.degradaciún del

ácido cítrico durante su proceso (le maduración. El material VILLAMARIA,

presenta un comportamiento diferente, ya que muestra un aumento en la

concentración de ácido cítrico hasta los 55 (lías y luego disminuye notablemente.

La marcación 2, enseña un comportamiento similar a la 1, a los 60 días luego de

antesis, pero difiere a los 50 días, donde se produce un aumento de la cantidad (le

ácido cítrico, para los tres materiales (Gráficas 13 y 14).

Este comportamiento se asemeja al reportado en la literatura, donde (Scymour. 9),

se indica que la disminución de los ácidos orgánicos durante la maduración de las

frutas, es debida a la utilización de los mismos corno sustrato en la respiración.

Además, en algunas fnitas, después de haber logrado el máximo contenido de

ácidos en los estados intermedios de la maduración, se inicia el proceso de

degradación y utilización de éstos en otras actividades metabólicas.
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GRÁFICO 13. Materiales de mora
Acido cítrico en cuatro etapas de desarrollo

Concentración de Ac.Citrlco vs. Tiempo de
desarrollo. Marcación 1

50000

GRAFICO 14. Materiales de mora
Acido cítrico en cuatro etapas de desarrollo

Concentración de Ac. Citrlco Vs. Tiempo de
desarrollo. Marcación 250000
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6.4.5. Acido málico (IR 9.32 mm.): Respecto del ácido málico, además de las

diferencias entre las épocas de desarrollo, también hay diferencias entre las

variedades durante las marcaciones l y 2 (gráficas 15 y 16) entre los materiales

CEREZOS y SARA II, con relación al material V1LLAMARIA. Los dos primeros

materiales disminu yen su concentración de ácido a medida que avanza su madurez.

mientras que VIltAMAR1A. aumenta hasta los 55 días, 4666 ppm de ácido y luego

disminuye notablemente su concentración de ácido inálico hasta 3000 ppm.

Según Se y niour (207-354), la concentración de ácido influye directamente sobre los

valores de la acidez, va que la perdida (le la acidez total, se debe principalmente a la

reducción en el contenido (le ácido málico. En las frutas blandas como la fresa  y la

mora, el contenido de ácidos disminuye durante la maduración, causado por efectos

externos principalmente la temperatura, condiciones de calor continuo producen un

aceleramiento en la degradación de ácido málico.

Esta apreciación se hace muy visible, en la comparación (le las dos marcaciones;

donde la marcación 1, presenta una disminución muy significativa de la

concentración del ácido niálico, al finalizar su desarrollo (60 (lías después de

antesis). marcación que Fue recolectada durante épocas de mayor temperatura y

menor precipitacion, lo cual puede compararse con lo dicho por Azcon, quien dice

que los ácidos cítrico y málico se interconvierten en frutos verdes y el metabolismo

del ácido cítrico decrece durante la maduración, mientras que el ácido málico se

oxida a ('02 o se convierte en ácido cítrico, lo que posiblemente explicaría el
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GRAFICO 15. Materiales de mora
Acido málico en cuatro etapas de desarrollo

Concentración de Ac. málico Vs. Tiempo de
desarrollo. Marcación 1
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GRAFICO 16. Materiales de mora
Acido máiico en cuatro etapas de desarrollo

Concentración de Ac. málico Vs. tiempo de
desarrollo. Marcación 2
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6.4.6. Acido ascórbico ( f R = 8.50 mm): Los frutos más maduros de los materiales (le la

marcación 1 presentan gran diferencia en su comportamiento con relación a la

marcación 2. Se observa en la gráfica 17 una mínima cantidad de ácido ascórbico

para los 3 materiales a los 50 días, con un aumento después de esta época de

maduración El material VILLAMARIA, incrementa su concentración a los 55 días

después de antesis En la marcación 2, para los tres materiales se presenta el mismo

fenómeno de disminución del ácido ascórbico durante todo su proceso de

maduración-,a diferencia de lo reportado para la fresa (Cheffle1,143) en la cual

durante la maduración ha y una síntesis activa de vitamina C a partir de glucosa, , los

fiutos de la marcación 2, para los tres materiales muestran una drástica disminución

de la concentración de ácido ascórbico, desde 4000 pprn hasta 166 ppm, durante

todo el tiempo de maduración , este comportamiento es contrario al mostrado por

los frutos analizados de la marcación 1

6.4.7. Acido Succíriico (l,	11.50 miii): En las gráficas 19 y 20, se observa que no hay

un comportamiento honiw.éneo en los tres materiales de mora. En la primera

marcación, los materiales SARA 11 y VILLAMAIUA, presentan un aumento

drástico en la concentración de ácido succínico a los 50 días después de antesis. El

material CEREZOS muestra un comportamiento uniforme a través de toda su etapa

de maduración, en cuanto a la concentración del ácido succínico. En la marcación

2, los materiales CEREZOS y SARA 11 mostraron un aumento progresivo en la

concentración de ácido succínico hasta los 55 días, mientras el material
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GRAFICO 17. Materiales de mora
Ac ascórb,co en cuatro etapas de desarrollo

Concentración de Ac. ascórbico VS.

Tiempo do desarrollo. Marcación 1
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GRAFICO 18. Materiales d- mora
Ac.ascórbico en cuatro eta p as de desarrollo

Concentración Ac. ascórbico vs. Tiempo de
desarrollo. Marcación 2
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GRAFICO 19. .e:eres ce more
Ac. Succinico en cuatro etapas de desarrollo

Concentración deAc. succco Vs. tiempo de
desarrollo. Marcación 1
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GR.AFICO 20. Matenaes de mora
Ac. Succinico en cuatro etapas de desarrollo

Concentración Ac. succinico vs tiempo de
desarrollo. Marcación 2
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6.4.8. Acidos tartárico e isocitrico: Al realizar los análisis preliminares sobre los ácidos

presentes en extractos (le mora, se concluyó que los ácidos tartárico (tR = 12.9 mm.)

e isocítrico (t 7 89 miii ) no se encontraban en los 3 materiales de mora, ya que al

correr los estñndai es (le los ácidos y comparar sus respectivos tiempos (le retención

Cori los cromatoramas (le las muestras éstos no correspondían a dichos tiempos (le

retención

1 .UCO (le comparar el comportamiento de los 3 materiales respecto de las marcaciones 1 y

2 se aprecia una mayor consistencia en la evolución (le las propiedades flsicoquimicas. (le

los azucares y (le los ácidos no volátiles en la marcación 2. Fn general se observó (lUC tanto

los Ácidos no volátiles como los azucares aumenta marcadamente hasta cierta época (le

desarrollo (55 días después de antesis) disminuyendo luego sus concentraciones.

1 as variaciones en la concentración de ácidos influ yen en la acidez titulable de los

materiales, mientras que los cambios en la concentración de azúcares afectan la

concenti acion de sólidos solubles, parámetros que determinan la calidad íisicoquimica Y

01 anoléptica (le los materiales estudiados.

85



7. CONCLUSIONES

.i. \\ tIISI' FIsI(O()I I\1I( OS

1 pI 1 de lu	tn;tieiialcs de iiiora anabiados	('kR[/.()S. SAR \ II

\H 1 N\I\Rli.amuemoctmqamenwWeaiwlidvdba5ohwgodeameis

-	\ciIc, ,tIuI:II)Ie: 1 w, ¡les Indtctlalcs de mora presentan liii permanente (ICSCCU\O CII el

de ,Iidn iniltco durante l: c olucion de su maduracion

-	It i:	1 ns I;ictore',	 aloan (llalllaticalucute el cOltCI	de

S()li(IoS 'lIII)ICS de	S iiiatei iales de ¡nota (1(11 atite el periodo de niadilvacimi

\	ni Ocie!	ILI	'i!e \ luChO!	IceIj)itaCh)u1 pllI\IaI	 1 O	e

'un couulprrialiueTuO	un lunlnncetlen en dicho contenido, a dit'erencia de la inaucacion

O I1!Cn(I teI iu l)(' I at(If a \ incuiun llut osidad) en la erial aumentaron constantemente los hIi\

lo	 n(hice (le Iii (llII'CJ: 1 as dos ¡uarcacunes iiiiiCst FalO (II! conlpOrtanliCuto Opuesto

1 ili(iiCe de ivaduiiei de lo q ticç materiales aumenta doiiaiote toda la maduracion de los

tu S de mota
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.2. k N \ 1 •IIS 1)1: i(( RFS \ \( iDOS NO \OI vriti:s

-	C e\I;1II(laI II) el Imolm l	de PICI	lacI()lI y aiialisis (le intieslias &IC 101a pot l;i liiiea

(le ci I'n)latowatia liquida (le alta eficiencia	La IoflWtlId de onda 0.) utilizada en el

(Iclec:l i 1 \ para los ic	CS tina i. media. va (ltIC los acidos 0ll21i1lC(1S Se (leteClahi

Cii iiii lauco de	U5	l	ini	1 a telupeiatLila (le análisis es un Iiclou que inlitive

dii ecl a huielule sitie Icis deteci OICS (le 1 R III iliiados para aztucai CS. pov lo tanto se (lel'e

'hlei Ci) Cuenta el et uit ( S I de era \ ai taÑe durante el corrido de las rnuestras

1 os aitcarcs eiicoiitiatLs s I )b	lPl .( ('Oil detector (le Itidice tiC Reliaccion en ls lhe

iiiIet iiI&'s (le iinta fiittnti iiliicosa \	tiiictosa. en CoIlcehuluacR)hies similates	1

e' IitCIh!(lt de C¼tr'. (los aiiicai es aumenta constantemente tituianie todo ci piocesl de

niaíluit acu)n

5iUlhOSi 110 1 ,11e eiuceiutiatla Cohihu) fl/UCI t'otisIitii'Cuitc en la coniposicioti (le los

nial cita Cs tIC 11101.1

I	acl(lI)s iR \ olatiles detectados \ cuiantihcado por IIII.0 COfl detector (le 1 \'

Iiieron el acid() CIII ICO en 113,1\01i1t\0h phopoiCR)n. Seíul!do del acido ¡nalico \ en menores

pipolciones acido aseo, hico	acido SI1CCII1ICO

1 a conceiitm aciomi de los acitlos en los lies materiales (le itioma desciende reutulaimitente

1w ante el pemio(lo de inadinacim de manera análoa \ sewun lo previsto (lesde el pirulo

(le Jala del cnhiu l)omtahiirenlcc hioqiuiniico de la íriii;i a lia\cs de todo el tielhlpI) tIc

a tia lisis
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1	iii ici jales (1 Rl/( )	' ' \R \ II. e\ilIhen Cli 1CflCral UI) coiiipoitaiiueii(o tiias

iinitoi liC (Ililalite la C\ (dilCiflhl (le Sus caractelisticas ( l lihlili ca S l CSI) ect O (id ohseivado

pala el tuu;uleu ial \ll 1 :\\l \Rl \ en las dos unarcacioiics analizadas

o	1 os lactun es cli niat ICÇ)S 1 ICLi u;) las propiedades qtllmicas de los ti(ltOs (le ¡nora, va que a

fla\ ;u Icniperattiía \ ; a(lI:icion solar, se acelera ci l)oCeS() de niadtiracion, lo cual se

(IeI)C teiiet en cuenta (1111 ihIlte el cultivo (le la 11101(1

Mediante la intel u elacon (le las caiacter;sI cas anall7adas en las muestras de nnfta, e

hseu	que la niejou c1 )( ,ca pai a la recoleccion de los frutos de InOI a es a los 55 d as

lespiies de antesis . vn t()!h(lR'iflhiCS cliunaticas de \elano \ ifleihu)I pluviosidad. \

flhiIlil(fldS (le nicho; t('n1peuatura y IinIVOI piecipuacion los l'iutos se (lelleul lecolccidi

h s (() (i1S



'.2. \N \I ISIS DF iI( \RI	\ \('I!)OS No voi.vriii:s

e c\lIIULI¡ ¡ /o el jiil
de p I CI ) iLieR)ii y analist de hesitas de inuta juii Li 1 c, 111,

(le ('itl p iiai(iilrafla ll(1111dn de alta efieeneia
La longitud de onda ()) 111111/ada en (1

para los iidt t'. es una . media, va (ltlC lus acidos oreanteos se deteci ati

en liii ihii2O (le
 11111	1 a iehiiperattira de atialisis es un lactor (pie iflhlti\C

dilect,miente soble los (l(iett(1ÍCS de 1 R iiiiliados para aRicareS. por lo tanto se debe

UT tiI(hhli (H CMI1IÍ'! de ti \aiiahle (llirarite el corrido de las muestras

1 o,;i/Tic;ne el1conhiatit
pi 1111 C con detector de Indice de Retracejori en los lies

hicitei itIt's ' It' iii)ia iil('itut L!ihICoSa y litichisa
('n concentraciones siriiilaics
II

contellido (le csios (los a iiiear es aunienta constantemente dtiiante todo el p oceso de

flui.nuani

1 a
:iiçta itt fue en Ulil idi conio ainen constitu yente Cii la e niposlehttn de ¡f)'

11131(1  Ui 1
tiC liii U 1

1 i s acnli)s nt \ nlatilcs (l(it'iiados y (iaiitilead() por 111 , 1 C cori detectoi de 1 \'

hiel (Ui el aei(l() ciii CC) Cii iiiavoi P 0PO i C1011. seguido del acido riralico v Cfl TilCiiC)iC5

pi ' ))(U eu)ries aei(lO ascoi l)icii \ ¡Iei(IC) SUCCIT1IC()

U	a (OticeiltI aClOti de los 1Ci(lOS ('ir los IFeS iiialei hiles (le mora desciende remtlarrrietiie

liirantc el pci odo de niadinaciote de manera analo2a y segun lo previsto desde el punto

tic lista del ciniilUtrtaiilientn l ) ioc I nrrilico (le la tinta a través (le todo el lieii)ptt (le

deteiri r 1' \
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iIeiialc (TM T )" '	\I. \ II. e\hiheu en ..eiieial un eonj)nhIanUento nias

iiniti uit' durante la e\oliIeinn de sus eaide(eiisttcas quinueas lespecto del OtiSeI\ad()

pala el material \ II 1 .\\ \Rl \ en las dos marcaciones analiiadas

u	1 ns I'aelolcs cijinaticos atcctaii las propiedades quimiCaS (le los trtitos (le more va que a

iila\Ur Iciupelaulla \ iauliacioti solar. Se acelera el l)lOceS() ole niaoluraciiiu, lo cual se

(li.hC tenci en eucnta diii ante el CuhtI\o ole la mora

\lcçlianto' la inteticlacion de las caiacteristicas aiiali,adas en las muestras de mora, se

1) que la nijor cpica paTT la iccoleccion de los frUtoS de mora es a los 55 (has

(le auilesis. cii (iiidICi(lflC5 cliinatieas ole vetanu y iiieiioi pluviosidad_ y

(?liIicioi)CS de iiieiioi tenipel atul a v ;uavoi piccipitaci6n los frUtos se deben reeolectau

a los 00 (¡las
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8. RECOMENDACIONES

u Del pro(ocolo (le preparación y análisis (le nines( ras

lnsavar dil'ercntes temperaturas y velocidades de centrifugación durante el proceso (le

Ii nlpie7a de la muestra

Realizar- análisis (le 1 llI C nlo(lihcando variables de proceso tales COfl1OT ttse móvil,

concentración de la fase móvil, longitud dc onda, temperatura de la columna, velocidad

de f1uu, tiempo (le análisis

rj De los materiales (le mora

('ontituiar el estudio de otros materiales (le mora del banco de germoplasma, para tener

mayores elementos de juicio con los cuales delinir aquellos con las mejores

caracteristicas paja la tccnificación y propagación del cultivo, procui ando la

satisfacción de la demanda actual de mora.
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Anexo 1. Curva de calibración para ácidos orgánicos y azúcares

..- -..---.-.
Ile ihod C: \NPCI1F.M\ 1 \MF.TIIODS\MORA . M

Calibration Table

Cal ib. Data Modi f 1 e

CalcI1IaI.o

flaed on

16/0911999 07:43:25 PM

Eternal. Standard
Peak Area

	

Rol. No fo rf?rice W i ridow :	 10.000 %

	Abs. Reference WiriJnw :	 0.000 mm
R o l. Non- r of . W 1 ndow	:	5.000 %

	

Abs. Non-ref. Window :	0.000 mm
lincallhratei 1'oks	:	compound name not speclfied
l'artlal Calibration	:	Yes, identifled peaks are recallbrated

	

(.orrect Al] Rut. i'itne:3.	No, only for Identified peaks

(:rvo Type	Linear
()riqln	:	Included
Woiqht	:	Linear

	

1 i brt ion	Ot t tng:
Averaye Response	:	Average a] 1 calibrations

	

Average Retention Time:	Floating Average New 75%

Calibratioji Report Optionn
Printoni of reca1lbrat.1on within a sequence:

Calibration Tabie after Recalibration
Normal Report after Recalibration

If the sequence in dono with bracketing:
Resu]ts of flrst: cycie (ending prevlous bracket)

iqna1 1: VWDI A, Wave1en9tti'210 nm

RelTime	[vi	Amoutit	Area	Amt/Aroa Reí Grp Mame
(mm) Siq	(ppm]

I--I--1 - -------------------- - ----------i---I--1 --------------
7.976	1	1	313.87500 474.61374 6.61327e-1	Acido cítrico

	

2	627.75000 917.16455 6.84446e-1
31255.50000 1810.92261 6.93293e-1
4 2511.00000 3474.50154 7.22677e-1
5 5022.00000 6666.13770 7.53360e-1

	

6 1.00440o4	1.33708e4 7.50738e-1

	

8.800 1 1	22.81000	6.41056	3.55819	Acido ascorbico

	

2	45.62500	13.85155	3.29386

	

3	91.25000	29.49579	3.09366

	

4	192.50000	53.61108	3.40415

	

5 365.00000 101.17313	3.60768

	

6 730.00000 203.17285	3.59300
8.941	1	1	313.31000 3.19354e4 8.28086e-3	Glucosa

	

2	676.62500 1.01976e5 6.14400e-3	-
3 1253.25000 2.60970e5 4.80227e-3

¡WC 359000 16/09/1999 08:56:51 ['M Marta-Beatriz	Page 1 of 5



Rt'I'irne	Lvi	Amount	Area	Amt/Area Ref Grp Name

[rnin] Si.g	[ppm]
---1-- I-•-- 1 ----------1 ---------------------1--- 1-- ---------------

4 2506.50000 5.66989e5 4.42072e-3
5 5013.00000 1.16852e6 4.29002e-3
6 1.00260e4 2.48043e6 4.04204e-3

	

1	76.34000 129.79305 5.88167e-1	Acido malico

2 152.69000 259.09689 5.89316e-1
3 305.37500 514.21667 5.93864e-1
4 610.75000 984.53839 6.20341e-1
5 1221.50000 1878.40979 6.50284e-1
6 2443.00000 3807.96362 6.41550e-1

	

9.745 1 1 377.03000 7.10199e4 5.30879e-3	Fructosa
2 754.06000 1.65009e5 4.56982e-3
3 1508.12500 3.89007e5 3.87686e-3
4 3016.25000 8.18471e5 3.68522e-3
5 6032.50000 1.65813e6 3.63813e-3
6 1.20650e4 3.47438e6 3.47256e-3

	

11.518 1 1	52.37500	49.37847	1.06068	Acido succinico

	

2 104.75000	96.63174	1.08401

	

3 209.50000 189.91499	1.10313

	

4	419.00000 365.35324	1.14684

	

5 838.00000 706.09351	1.18681

	

61676.00000 1442.54138	1.16184

3 Warnings or Errors

Warninq : Overlapping peak
Warning : Overlapping peak
Warninq : Overlappiflg peak

time windows at 8.8 mm, signal 1
time windows at 8.947 mm, signal 1
time windows at 9.395 mm, signal 1

Peak Sum Table

k No Entries in tabie***

Cai.ihration Curves

Área H Acido citrico at exp. RT: 7.876
VWD1 A, wave1ength210 nm

12000	Correlatiori:	0.99971
10000	 .	 Residual Std. Dey .:	72.16110
8000	 Formula: y = mx + b
6000	 +	 m:	1.33203

4000	 b:	63.74840

2000 12	
x: Amount[ppm]
y: Area

1 Calibration Level Weights:
O	 5000	 ..... 

Amountppmj ...	 J	Level 1	: 1

	

Level 2	: 0.5

	

Level 3	: 0.25

	

Level 4	: 0.125

\DC 35900D 16/09/1999 08:56:54 PM Marta-Beatriz	Page 2 of 5



Aren
200
175
150
125
loo

75
50 1
3
pS 1,2

o

+
6

5
+

4
+

250	 500	 750
-	sAJTrnJn1ppmJ	-	-

iTci (.t \HPCHM\ 1 \MET11ODS\MORA.M

Acido ascorbico at exp. RT: 8.800
VWD1 A, Wavelen9th=210 nm
Correlation:	0.99894
Residual Std. 1)ev.:	2.18090
Formula: y	mx + b

2.80654e-1
b:	7.27166e-1
x: Amount[ppm]
y: Area

Calibration Level Weights:
Level 3	: 1
Level 2	: 0.499945
Level 3	: 0.249973
Level 4	: 0.124986
Level 5	: 0.062493
Level 6	: 0.031247

Glucosa at exp. RT: 8.947
6	VWD1 A, Wavelenqth=210 nm

Correlation:	0.99819
Residual Std. De y . : 34199.22763
Formu la: y = mx ± h

245.20253
b: -37208.57845
x: Amount[pprn]
y: Area1 

0000 Calibration Level Weights:
Leveil	:1
Level 2	: 0.499996
Level 3	: 0.249998
Level 4	: 0.124999
Level 5	: 0.0625
Level 6	: 0.03125

Área

2E6

	

1.5E6	
5

lE6j
4

	

500000	3+
j12+o

o
 5000
Amountfppm]

Acido malico at exp. RT: 9.395
VWDI. A, Wavelength210 nm
Correlation:	0.99967
Residual Std. De y .:	23.16948
Formula: y=mx+b

1.55593
b:	15.08635
x: Amount[ppm]
y: Area

0
 2000
 Calihrat:ion Level Weights:
Amountlppm]	 Leve 1 1	: 1

Level 2	: 0.499967
Level 3	: 0.249988
Level 4	: 0.124994
Level 5	: 0.062497
Level 6	: 0.031248

Atea

3500
3000
2500
2000
1500
1000
500 1i 2 +

o
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Eructosa at exp. RT: 9.745
6	VWD1 A, Wavelen9th=210 nm

Correlation:	0.99912
Residual Std. Dey .: 35606.63647
Formula: y = mx + b

285.77969
b: -35349.80291
x: Amount[ppm]
y: Area

Calibration Level Weights:
Leveil	:1
Level 2	: 0.5
Level 3	: 0.249999
Level 4	: 0.125
Level 5	: 0.0625
Level 6	: 0.03125

Aren

3E6

+ 2.5E6

	

2E6
	

5

	

15E6
	 •1-

	

tE6
	 4

500000 1 i
2 -

o
o	5000

ArnountfppmJ

Área
1400

1200
1000

800
600

400

200i2±
oL1

ó

4 -

Acido succinico at exp. RT: 11.518
VWD1 A, Wavelength=210 nm
Correlation:	0.99979
Residual Std. 0ev.:	8.04479

5.	 Formula: y = mx 4 h
ro:	8.54611e-1
b:	5.00287
x: Amount[ppm]
y: Area

Calibration Level Weights:
Amoç!pmj	 Level 1	: 1

Level 2	: 0.5
Level 3	: 0.25
Level 4	0.125
Level 5	: 0.0625
Level 6	: 0.03125

= = _ == = = = = = = = =	=-: =	========z= ==
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Anexo 2. Crornatograrnas de estándares ácidos orgánicos y azúcares

- Fe ...ç:'1\\r.lS(lel(1D	Sample t4ame: Ac cítrico 50(

Injecton 1)at p	:	9/04/1999 10:03:13 AM	Seq. Line :	1

Sample Ndrne	: Ac citrico 500	 Vial :	1
)\cq. Opr'rat:or	: Marta-beatriz	 Jnj :	1

lnj Volume : 20 iii

Acq Motlio	: C: \11 P(-11 	1 \METHODS\MOR)\. M
T,,-_i st (T-tl.n(Jol	 19/04/1999  10:02:26 AM by Marta-beatriz
J\n.iysi s M'•'l tid : C: \HFC}IEM\1\METI-IODS\MORA.M
Last clianq'l	17/09/1999 03:07:34 PM by Marta-Beatriz

(modified aft.er loadirig)
Estanila rs k ¡\c los no volat iles.

Curren 1	li roni:ttiocj ram (
VWDI A, Wavolengt1 1=210 rim (190499\001-0101.b)

mAU

500

400

300

200

100

1	 215
,-,.--.,--i-,-----.,----1---.,—,_-,--,-- 1----"--•

5	 7.5	 10	12.5	mil



lnjectic)n Date : 19/04/1999 10:22:53 AM	Seq. Line :	2
anip1e Narrie	: Ac malJco 3020	 Vial :	2

T\'q. Operator	: Marta-beatriz	 Inj :	1
Inj Volume : 20 jil

R:q. Met.hoc	: C:\fIPCHEMMMETITODS\MORA.M\METHODS\MORA.M
1st: changed	: 19/04/1999 10:02:26 AM by Marta-beatriz
J\niy i s Methi : C: \HPCFIEM\1\METUODS\MORA.M
I;it cInged	: 17/09/1999 03:07:34 PM by Marta-Beatriz

(modified after loading)
ILarLddres de T'CÍdOS no volatiles.

	

Jrrer i .	(.ii:tai()
VWDI A. Wavetength210 nm (190499\002-0201 D)

rnAU

200

150

100

50

	

0	 2.5	 5	 7.5	 10	12.5	mili

(	1 7/	/j	:1	:	1 . 1Lt	L.uL.Hi
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Inectifl fla	: 19/04/1999 10:42:32 AM	Seq. Line :	3

unple Nm'	: c sijcciniCO5O2O	 Vial :	3

•. ( flrlt	: Marta-beatríz	
Inj :	1

Inj Volume : 20 .i1

f. i. Mnt:hod	: C: \HPCUEM\i \METHODS\MORA.M

hnqed	: 19/0'1/1999 10:02:26 AM by Marta-beatriZ

A r 1 v	Mthi : C: \1111CHEMMMETHODS\MORA.M
17/09/1999 03:07:34 PM by Marta-BeatriZ
(modi fied after 1odiri9)

rl'tl ro	(le J\c i doS no yola ti i 1 s.

VV'JD1 A. WaveIen9Ih'21 0 nm (1 90499003-0301 .D)
rnAU

200

150

100

50

o

0	 2.5	 5	 7.5

1

10	12.5	Ha

3



L
'-':i. :'j
 amp

irijection Date : 19/04/1999 05:48:42 PM
Seq. Line :
5
Snip.ie t'Jarne
: 1\c ascorbico 500
 Vial :
5
Aco. Operator
: Marta-betri z
 Inj :
1

ini Volume : 20 pl
Pcq. Mt.tiod
: C: \IIPCHEM\1\METHODS\MORA.M
Las t changed
: 19/04/1999 06:01:26 PM by Marta-beatriz

(modified after loading)
Method : C:\ÍIPCUEM\i\MET !IODS\MORA.M

r
rvjed
: 17/09/1999 03:07:34 PM by Marta-Beatriz
(modified after loading)

.
1lf	de Acidos no volatiles.

r	'	1	r	n;	r	 (

VWD 1 A. Wavelen9lh=2 10 nm (1 90499.B\005-060 1 .D)
mAU

Cb

120

100

80

60

40

20

0•	 -

0	 2.5	 5	 7.5_	 10__	12.5	mm

-	i
 C::
.,i.ILriz
 ç'.-
3 cf



\. ' 	—0 	17-0701.D	 Sample Name: glucosa 3070

Trectíon Date : 1910411999 12:01:13 PM	Seq. Line :	7
1Tnp1e Nune	: glucosa 3070	 Vial :	7

R'u. Ori,-tcr	: Marta-beatri	 In! :	1
Inj Vol urne : 20

1\cq Mcl hoc	: C : \HPCJIEM\ 1 \METFIODS\MORA. M
it: ch.:mqed	: 19/04/1999 10:02:26 AM by Marta-beitriz
An. 1 ys	Mr hol : C:\HPCHEM\I\METHODS\MORA.M
Lnst chanqed	: 17/09/1999 03:07:34 PM by Marta-Beatriz

(modified after loading)
Estndarn ; de Ac idos no volati 1 es

( !j rent: (r'ornatnur;rn()
AOCi A. ADC1 A, CHANNELA(190499\607-0701D)

mAu
40000

35000-

30000

25000

20000

15000

10000

5000

o

0	 2.5	 5	 7.5	 10	 12.5	ni

1	..i'	QM1:32 P2	.-Beatriz	 1 n 3



ample Nañie: frucLosa3060

JfljrtjQfl Date	: 19/04/1999 12:20:54 PM	Seq. Line :	8
M  !.' Nam	: fructo3a3060	 Vial :	8

: Marta-beatri z

	

	 Inj :	1
Inj Volume : 20 111

T\rq. Mnt hr1	: C: \HPC1IEM\1\METHODS\MORA.M
La5t	 : 19/04/1999 10:02:26 AM by Marta-beatriz
1\n: 1. y 1	Ní't:.hod : C : \HPCHEM\ 1 \METHODS\MORA M
Iast chanqed	: 17/09/1999 03:07:34 PM by Marta-Beatriz

(modified after loading)
Estanjares de Acidos no voiatii.es.

Cii r reri t Ch roma 1: og .rarri (
AbC 1 A, ADCI A. CHANNEL A ( 1 90499\008-0801.0)

	
1

mAu

35000

30000

25000

200001

15000

10000

5000

01-

2.5 5	 7.5	 10	 12.5	 mir
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-	•'	''OF	•\'J•	1_	'''''''-'::J	L)	 L'lcjjU.	 t»'J)(J.

1n1ec on Date : 19/04/1999 11:41:33 AM	Seq. Line :	6

npIe Narne	: Sacarosa 3020	 Vial :	6

'q. operator	: Marta-ba t:r1 Z	 Ini :	1
Inj Volumo : 20 i1

!\'q. Method
: C:\HPC}IEM\1\METHODS\MORA.M
ist' chanqed	: 19/04/1999 10:02:26 AM by Marta -beatrii

AniysiS Metihod : C:\HPCHFM\i\METHODS\M0RA.M

Last changed	: 17/09/1999 03:07:34 PM by Marta-Beatriz
(modified after loadirig)

st.andares de Acidos no vo.1atules.

11	 flt! T .1fl	1 '	'1
ADCI A. ADCI A, CHANNEL A(190499\006-0601 .D)

mAti

20000

15 CCC

10000

H
5000

o

0	 2.5	 5	 7.5	 10	12.5	rnir

i.t-izatri.z	
1, r



--
'I jn I)ati	 19/04/19913 01: 19:56 PM	Seq. Line	11

/\..i (loS	ziica ros	 Vial :	11

.	orator	: ?1arta-b'	ri 7.	 Inj :	1
Inj Volume : 20 pI

f , 11 , 1 hod	: u: \ 11 rcii i:M\ 1 \METHODS\MORA. M
tiinqo r1	: 19/04/199 10:02:26 AM by Marta-beatriz

1 ';- i	Mrt.hod : C: \1IPC11FM\1 \MFTHODS\MORA.M

ilTInqOd	: 16/09/19 Q 9 08:46:24 PM by Marta-Beatriz
(modified aUt(, r loading)

' o 1\cirlos no vol aL lles_y azucares
ADCI A, AOCI A, CHANNEL A(190499\01 1 . 1101 .D)

mAn !

14000

12000

10000
o

Roor)

1000

4000

?fl00

01	 . .	,,---,,---
0	 25	 5	 7.5	 10	 12.5
vvvot Á,Waveiengti21Ó nm (10P\01 1 iioi.bj

mAIJ	
O

80

70

1E	-

tu
o

1-

-

ExN'rna1 Standard Report:
-........- -	-	= = = = = = = -= = = = r = = = = = = = = =	=	= = = = =	=

:- t t (' 1 Ily
	 Signal

J) ta Modified
	

16/09/1999 07:43:25 PM

•1i It 1	(' !
	

1.0000
1 11 j On
	

1.0000

60

50

40

30

20

10

01

O
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Anexo 3. Cromatogramas de los tres materi Ilr's de mora en las cuatro etapas de desarrollo

• __-••-,,._•...	 .
D,lt.a Fi le C: \IIF'rfll-''		 "N\17049"' 001-(	I1 . D	 Sin))' 1 e N,in . ' : (4-IlT?

Cere73 17	 L1c1'ri 1	717 tuclon 1 :5

t7t1,	1•3l_e	:	l7/0	7999 09:15'
Smp1e 7 1.lrne	:	15-R1U2	 Vi,1 :
Acq. O1 . rior	: M.7rtI-he3t 7;..'	 lnj :

	

17; 1	1	:	20	IJ
Ar:q. )'l'I lu'	:	\llFC}IEM\ 1
[vt cliin''.-1	 11101/19T) 09:171 :13 A l ! lvy Mar 7  bo.iI r 
\ria 1 y;;i	?7''l.Iicj:r : \ urc11r

fl9/ 1	06: 46:41 P11 by Marta-tlea1 r
(un.) i E	1	7 í 1r' r .1.c'adi i ; j)

1rlIICSt 7 .7;	i.;r .1 60 Ilias :r mi r( .ic ¡ en

	

AOCI A.AOCI A.CllANNl1A(17049g\Oou 0101 ti)	 -	 -

0000

00000

40000

20000

0 1	.	
2	•	4	 I'4VWOI A. Wa len00,..IO n,n (ff040'uOOI -0701 0)
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•i Eile C:\ !PCHEM\1\DATA\31-03-99\00i-010i.D
	

Sample Narne: C50-R

I.njection Date	: 31/03/1999 01:27:27 PM	Seq. Line
.irnn1 e Name	: C50-R1	 Vial :	1

T\ q . 0pert:or	: Reatri.z-Marta	 In) :	1
Jnj Volurne : 20 pi

T\'	'i't h•'	: 5:: \HPC11EM\1\MET1I0DS\MORA.M
1s(; çhinH	: 31/03/1999 01:26:42 PM by Beatriz-Marta
Ana 1 y is Methd : C: \f1PCUEM\ :i \MITHODS\MORA.M
Last Hianqed	: 16/09/1999 06:59:42 PM by Marta-Beatriz
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'': \i1PClIEM\1 \l1)ATA\31-03-) .J\\004-0301	 Santple Narne: S51J-F<
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[ast :1iin'v	:	1/03/190 01:26:42 PM by Beatriz-Marta
T\r,;l 1	 : Y : \ 1{PCJiEM\ 1 \NIFTHODS\MORA M
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Ji 1 ' C: \11P(IIEM\1\DATA\31-03--99.C\005-0501. D
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(re:os 5, dias, repeticion 2.
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1'i. 1 ' C: \HPcHE:M\i\1)TTA\2i -05-9)\007--070i .D
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Anexo 4. Resultados Análisis estadístico realizado bajo el SAS.
Variables fisicas de mora. Marcación 1.

OBS VARI EPO REP PH ACI BRIX

1



45



1 2.88 3.85



4.4
2



1



45



2 2.89 3.81



4.6
3



1



45



3 2.89 3.70 4.4
4



1



50



1 2.70 4.00



5.2
5



1



50



2 2.63 4.40 5.3
6



•1



50



3 2.70 3.60



5.1
7



1



55



1 2.77 3.05



6.1
8



1



55



2 2.59 4.35 5.9
9



1



55



3 2.63 3.78



5.9
10



1



60



1 2.76 3.10



4.0
11



1



60



2 2.79 3.20



3.8
12



1



60



3 2.74 3.10



4.0
13



2 45



1 2.85 3.70 4.0
14



2 45



2 2.84 4.15 4.2
15



2 45



3 2.84 3.68 4.0
16



2



50



1 2.77 3.35



7.1
17



2 50



2 2.69 4.35 7.0
18



2



50



3 2.70 4.32 6.9
19



2



55



1 2.68 3.05



6.8
20



2 55



2 2.66 3.44 7.0
21



2



55



3 2.71 3.30



6.7
22



2 60



1 2.72 2.51



4.0
23



2 60



2 2.74 2.61



3.8
24



2 60



3 2.77 2.65 4.0
25



3



45



1 2.71 3.00



3.0
26



3



45



2 2.73 3.10



3.1
27



3



45



3 2.71 3.00



3.1
28



3 50



1 2.72 4.22 5.8
29



3 50



2 2.76 4.30 5.9
30



3 50



3 2.79 4.40 6.0
31



3



55



1 2.60 3.90



4.0
32



3 55



2 2.70 2.70 5.0
33



3 55



3 2.66 3.62 5.0
34



3



60



1 2.80 2.61



6.5
35



3



60



2 2.75 3.10



6.0
36



3 60



3 2.80 2.70 6.0

Analysis of Variance Procedure
Class Leveis Values
VARI
3 123
EPO
4 45505560
REP
3 123

Number of observations in data set = 36



Dependent Variable: PH

Source	DF Sum of Squares Mean Square F Value Pr> F
Model	 17 0.17899167 0.01052892	6.61	0.0001
Error	 18 0.02868333 0.001 59352
Corrected Total	35 0.20767500

R-Square	C.V.	Root MSE	PH Mean
0.861884	1.4564512 0.03991890	2.74083333

Source	DF	Anova SS Mean Square F Value Pr> F
REP	 2 0.00181667 0.00090833	0.57 0.5754
VARI	 2 0.00320000 0.00160000	1.00 0.3860
VARI*REP	4 0.00783333 0.00195833	123 0.3336
EPO	 3 0.10909722 0.03636574	22.82 0.0001
VARI*EPO	6 0.05704444 0.00950741	5.97 0.0014

Tests of Hypotheses using the Anova MS for VARI*REP as an error term
Source	DF	Anova SS Mean Square F Value Pr> F
VARI	 2 0.00320000 0.00160000	0.82 0.5041

Dependent Variable: ACIDEZ
Source	DF Sum of Squares Mean Square
Model	 17 10.42331667 0.61313627
Error	 18 2.00418333 0.11134352
Corrected Total	35 12.42750000

R-Square	C.V.	Root MSE
0.838730	9.5565183 0.33368176

FValue Pr>F
5.51	0.0004

ACI Mean
3.49166667

Source	DF	Anova SS Mean Square F Value Pr> F
REP	 2 0.41901667 0.20950833	1.88 0.1811
VARI	 2 0.52901667 0.26450833	2.38 0.1215
VARI*REP	4 0.58906667 0.14726667	1.32 0.2995
EPO	 3 7.21 707778 2.40569259	21.61	0.0001
VARI*EPO	6 1.66913889 0.27818981	2.50 0.0616

Tests of Hypotheses using the Anova MS for VARI*REP as an error term
Source	DF	Anova SS Mean Square F Value Pr> F
VARI	 2 0.52901667 0.26450833	1.80 0.2776

Dependent Variable: BRIX
Source	DF Sum of Squares Mean Square F Value Pr> F
Model	 17 53.12833333	3.12519608	59.11	0.0001
Error	 18 0.95166667 0.05287037
Corrected Total	35 54.08000000

R-Square	C.V.	Root MSE	BRIX Mean
0.982403	4.5085408 0.22993558	5.10000000



Analysis of Vanance Procedure
Duncan's Multiple Range Test for variable: BRIX

NOTE: This test controis the type 1 comparisonwise error rate,
not the experimentwise error rate

Alpha= 0.05 df= 4 MSE= .0266667

Number of Means
2
3
Critica¡ Range .18543404 .18935819

Means with the same letter are not significantly different.

Duncan Grouping
Mean
N VARI
A
5.4583
12 2
B
4.9500
12 3
B
B
4.8917
12 1

Analysis of Variance Procedure
Duncans Multiple Range Test for variable: PH

NOTE: This test controls the type 1 comparisonwise error rate,
not the experimentwise error rate

Alpha 0.05 df= 18 MSE= .001 5935
Number of Means
2
3
4
Critica¡ Range .03947487 .04144115 .04279955

Means with the same letter are fol significantly different.

Duncan Grouping
Mean N EPO
A
2.8156
9 45
B
2.7633
9 60
C
2.7178
9 50
D
2.6667
9 55

Ana lysis of Variance Procedure
Duncan's Multiple Range Test for variable: ACIDEZ

NOTE: This test controls the type 1 comparisonwise error rate,
not the experimentwise error rate

Alpha= 0.05 df= 18 MSE= .1113435

Number of Means
2
3
4
Cntical Range .32997014 .34640626 .357761 07

Means with the sarne letter are not significantly different.

Duncan Grouping
Mean N EPO
A
4.104
9 50
B
3.554
9 45
B
B
3.466
9 55
C
2.842
9 60



Source	DF	Anova SS Mean Square F Value Pr> F
REP	 2 0.02166667 0.01083333	0.20 0.8166
VARI	 2 2.33166667 1.16583333	22.05 0.0001
VARI*REP	4 0.10666667 0.02666667	0.50 0.7330
EPO	 3 27.82888889 9.27629630	175.45 0.0001
VARI*EPO	6 22.83944444 3.80657407	72.00 0.0001

Tests of Hypotheses using the Anova MS for VARI*REP as an error term

Source	DF	Anova SS Mean Square F Value Pr> F
VARI	 2 2.33166667 1.16583333	43.72 0.0019

Analysis of Variance Procedure
Duncans Multiple Range Test for variable: PH

NOTE: This test controis the type 1 comparisonwise error rate,
not the experimentwise error rate

Alpha= 0.05 df= 4 MSE= .001 9583
Number of Means	2	3
Critical Range .05025143 .05131485

Means with the same letter are not significantly different.
Duncan Grouping	Mean N VARI

A	2.7475 12 1
A
A	2.7475 12 2
A
A	2.7275 12 3

Analysis of Variance Procedure

Duncans Multiple Range Test for variable: ACIDEZ
NOTE: This test controis the type 1 comparisonwise error rate,

not the experimentwise error rate

Alpha= 0.05 df= 4 MSE= .1472667
Number of Means	2	3
Critical Range .43576999 .44499174

Means with the same letter are not significa ntly different.

Duncan Grouping
A
A
A
A
A

Mean N VARI

	

3.662	12 1

3.426 12 2

	

3.388	12 3



Analysis of Variance Procedure
Duncan's Multiple Range Test for variable: BRIX

NOTE: This test controls the type 1 comparisonwise error rate,
not the expenmentwise error rate

A?pha= 0.05 df 18 MSE= .0528704

Number of Means
2
3
4
Critica¡ Range .22737795 .23870386 0.2465283

Means with the same letter are not significantly different.

Duncan Grouping
A
A
A
B
C

Mean N EPO




6.033
9 50




5.822
9 55




4.678
9 60




3.867
9 45

Leve¡ of Level of
VARI EPO
1
45
3
1
50
3
1
55
3
1
60
3
2
45
3
2
50
3
2
55
3
2
60
3
3
45
3
3
50
3
3
55
3
3
60
3

PH ------------ -
N Mean
SD
2.88666667 0.00577350
2.67666667 0.04041 452
2.66333333 0.09451631
2.76333333 0.02516611
2.84333333 0.00577350
2.72000000 0.04358899
2.68333333 0.02516611
2.74333333 0.02516611
2.71666667 0.01154701
2.75666667 0.03511885
2.65333333 0.05033223
2.78333333 0.02886751

ACIDEZ----------
Mean
SD
3.78666667 0.07767453
4.00000000 0.40000000
3.72666667 0.65163896
3.13333333 0.05773503
3,84333333 0.26576932
4.00666667 0.56888780
3.26333333 0.19756655
2.59000000 0.07211103
3.03333333 0.05773503
4.30666667 0.0901 8500
3.40666667 0.62780039
2.80333333 0.26083200

Level of Level of
VARI EPO
1
45
3
1
50
3
1
55
3
1
60
3
2
45
3
2
50
3
2
55
3
2
60
3
3
45
3
3
50
3
3
55
3
3
60
3

N Mean
4.46666667
5.20000000
5.96666667
3.93333333
4.06666667
7.00000000
6.83333333
3.93333333
3.06666667
5.90000000
4.66666667
6.16666667

BRIX------------
SD

0.11547005
0,10000000
0.11547005
0.11547005
0.11547005
0.10000000
0.15275252
0.11547005
0.05773503
0.10000000
0.57735027
0.28867513



Resultados análisis estadístico realizado bajo el SAS.
Variables físicas de mora. Marcación 2.

OBS VARI EPO REP PH ACI BRIX

1	45	1 2.53 3.70	4.0

	

2	1	45	2 2.56 3.70 4.0

	

3	1	45	3 2.65 3.70 4.0

	

4	1	50	1 2.46 4.92	5.8

	

5	1	50	2 2.38 4.79	5.0

	

6	1	50	3 2.45 4.72 5.0

	

7	1	55	1 2.48 3.52	4.1

	

8	1	55	2 2.53 3.68	5.0

	

9	1	55	3 2.51 3.38	5.5

	

10	1	60	1 2.74 2.21	7.0

	

11	1	60	2 2.78 2.18	7.0

	

12	1	60	3 2.72 2.55	6.8

	

13	2 45	1 2.53 4.02 4.5

	

14	2 45	2 2.48 4.02 4.2

	

15	2 45	3 2.47 4.02 4.5

	

16	2	50	1 2.47 4.86 6.0

	

17	2 50	2 2.52 4.80 5.8

	

18	2 50	3 2.48 4.89 5.8

	

19	2	55	1 2.55 3.48	5.3

	

20	2 55	2 2.65 3.58 5.5

	

21	2 55	3 2.56 3.48	5.0

	

22	2 60	1 2.87 2.28 6.8

	

23	2 60	2 2.82 218 6.5

	

24	2 60	3 2.88 2.25 6.5

	

25	3 45	1 2.49 3.69 4.0

	

26	3	45	2 2.51 4.15	5.0

	

27	3 45	3 2.52 4.35 4.5

	

28	3 50	1 2.40 4.89 5.2

	

29	3 50	2 2.40 4.62 5.0

	

30	3 50	3 2.36 4.42 5.0

	

31	3	55	1 2.47 4.12	6.0

	

32	3 55	2 2.50 3.65 5.0

	

33	3 55	3 2.46 3.85 5.0

	

34	3 60	1 2.69 2.68 7.2

	

35	3 60	2 2.72 2.65 7.2

	

36	3 60	3 2.72 2.68 7.5

Analysis of Variance Procedure
Class Level Information

Class Levels Values
VARI	3 123
EPO	4 45505560
REP	3 123

Number of observations in data set 36



Dependent Variable: PH
Source
 DF Sum of Squares Mean Square F Value Pr> F
Model
 17 0.64917500 0.03818676
26.75 0.0001
Error
 18 0.02570000 0.00142778
Corrected Total
35 0.67487500




R-Square
C.V.
Root MSE




0.961919
1.4736151
0.03778595
Source
 DF
Anova SS Mean Square
REP
 2 0.00121667 0.00060833
VARI
 2 0.04511667 0.02255833
VARI*REP
 4 0.00241667 0.00060417
EPO
 3 0.56196389 0.18732130
VARI*EPO
 6 0.03846111 0.00641019

PH Mean
2.56416667

FValue Pr>F
0.43 0.6595




15.80
0.0001
0.42 0.7899




131.20
0.0001
4.49 0.0060

Tests of Hypotheses using the Anova MS for VARI*REP as an error term
Source
 DF
Anova SS Mean Square F Value Pr> F
VARI
 2 0.04511667 0.02255833
37.34 0.0026

Dependent Variable: ACIDEZ
Source
 DF Sum of Squares Mean Square
Model
 17 26.70218333 1.57071667
Error
 18 0.60491667 0.03360648
Corrected Total
35 27.30710000

R-Square
C.V.
Root MSE
0.977848
4.9747817 0.18332071

FValue Pr>F
46.74 0.0001

AOl Mean
3.68500000

Source
 DF
Anova SS Mean Square F Value Pr> F
REP
 2 0.00631667 0.00315833
0.09 0.9107
VARI
 2 0.31995000 0.15997500
4.76 0.0219
VARI*REP
 4 0.00723333 0.00180833
0.05 0.9941
EPO
 3 25.80943333 8.60314444
256.00 0.0001
VARI*EPO
 6 0.55925000 0.09320833
2.77 0.0434

Tests of Hypotheses using the Anova MS for VARI*REP as an error term
Source
 DF
Anova SS Mean Square F Value Pr> F
VARI
 2 0.31995000 0.15997500
88.47 0.0005

Dependent Variable: BRIX
Source
 DF Sum of Squares Mean Square F Value Pr> F
Model
 17 35.51166667
2.08892157
13.15
0.0001
Error
 18 2.85833333 0.15879630
Corrected Total
35 38.37000000

R-Square
C.V.
Root MSE
BRIX Mean
0.925506
7.3117895 0.39849253
5.45000000



Source	DF	Anova SS Mean Square F Value Pr> F
REP	 2 0.03166667 0.01583333	0.10 0.9056
VARI	 2 0.60666667 0.30333333	1.91	0.1769
VARI*REP	4 0.09666667 0.02416667	0.15 0.9596
EPO	 3 32.80555556 10.93518519	68.86 0.0001
VARI*EPO	6	1.97111111	0.32851852	2.07 0.1084

Tesis of Hypotheses using the Anova MS for VARI*REP as an error term

Source	DF	Anova SS Mean Square F Value Pr> F
VARI	 2 0.60666667 0.30333333	12.55 0.0189

Analysis of Variance Procedure
Duncans Multiple Range Test for variable: PH

NOTE: This test controls the type 1 comparisonwise error rate,
fol the experimentwise error rate

Alpha= 0.05 df= 4 MSE= .0006042
Number of Means	2	3
Critica¡ Range .02791152 .02850218

Means with the same letter are not significantly different.

	

Duncan Grouping	Mean	N VARI
A	2.6067 12 2
B	2.5658	12 1
0	2.5200 12 3

Analysis of Variance Procedure
Duncans Multiple Range Test for variable: ACIDEZ

NOTE: This test controls ihe type 1 comparisonwise error rate,
not the experimentwise error rate

Alpha= 0.05 df= 4 MSE= .001 8083
Number of Means	2	3
Critica¡ Range .04828857 .04931045

Means with the same letter are not significantly different.

	

Duncan Grouping	Mean N VARI
A	3.8125 12 3
B	3.6550 12 2
C	3.5875 12 1

Analysis of Variance Procedure
Duncan's Multiple Range Test for variable: BRIX

NOTE: This test controis the type 1 comparisonwise error rate,
not the experimentwise error rate



Alpha= 0.05 clf= 4 MSE= .0241667
Number of Means	2	3
Critica( Range .17652795 .18026362

Means with the same letter are not significantly different.
Duncan Grouping	Mean	N VARI

A	5.5500 12 3
A
A	5.5333 12 2
B	5.2667 12 1

Analysis of Variance Procedure
Duncan's Multiple Range Test for variable: PH

NOTE: This test controts the type 1 comparisonwse error rate,
not the experimentwise error rate

Alptia= 0.05 df= 18 MSE= .0014278
Number of Means	2	3	4
Critical Range .03736564 .03922686 .04051267

Means with the same Ietter are not significantly different.
Duncari Grouping	Mean	N EPO

A	2.7711	9 60
B	2.5267	9 45
B
B	2.5233	9 55
C	2.4356	9 50

Analysis of Varia nce Procedure
Duncan's Mufliple Range Test for variable: ACIDEZ

NOTE: This test controis the type 1 comparisonwise error rate,
not Ihe experimentwise error rate

Alpha= 0.05 df= 18 MSE= .0336065
Number of Means	2	3	4
Critica¡ Range .18128158 .19031139 .19654958

Means with the same letter are not significantly different.
Duncan Grouping	Mean N EPO

A	4.7678	9 50
B	3.9278	9 45
C	3.6378	9 55
D	2.4067	9 60



Analysis of Variance Procedure
Duncans Multiple Range Test for variable: BRIX

NOTE: This test controls the type 1 comparisonwise error rate,
not the experimentwise error rate

Alpha= 0.05 df= 18 MSE= .1587963




Number of Means
2
3
4
Critical Range 0.39406 0.41 36885 .42724874

Means with the same letter are not significantly different.




Duncan Grouping
Mean N EPO
A
6.944
9 60
B
5.400
9 50
B
B
5.156
9 55
C
4.300
9 45

Level of Level of
------------ PH ------------ ------------ ACIDEZ--




VARI EPO N Mean
SD
Mean
SD

2.58000000
2.43000000
2.50666667
2.74666667
2.49333333
2.49000000
2.58666667
2.85666667
2.50666667
2.38666667
2.47666667
2.71000000

0.06244998
0.04358899
0.02516611
0.03055050
0.03214550
0.02645751
0.05507571
0.03214550
0.01 527525
0.02309401
0.02081666
0.01 732051

3.70000000
4.81000000
3.52666667
2.31333333
4.02000000
4.85000000
3.51333333
2.23666667
4.06333333
4.64333333
3.87333333
2.67000000

0.00000000
0.10148892
0.15011107
0.20550750
0.00000000
0.04582576
0.05773503
0.05131601
0.33842774
0.23586719
0.23586719
0.01732051

1



45
	

3
1
	

50



3
1
	

55



3
1
	

60



3
2
	

45



3
2
	

50



3
2
	

55



3
2
	

60



3
3
	

45



3
3
	

50



3
3
	

55



3
3
	

60



3

Level of Level of



BRIX ------------ 
VARI EPO N Mean
SD

4.00000000
5.26666667
4.86666667
6.93333333
4.40000000
5.86666667
5.26666667
6.60000000
4.50000000
5.06666667
5.33333333
7.30000000

0.00000000
0.46188022
0.70945989
0.11547005
0.17320508
0.11547005
0.25166115
0.17320508
0.50000000
0.11547005
0.57735027
0.17320508

1



45



3
1



50



3
1



55



3
1



60



3
2



45



3
2



50



3
2



55



3
2



60



3
3



45



3
3



50



3
3



55



3
3



60



3



Anexo S. Resultados análisis estadístico realizado bajo el SAS
Variables químicas de mora. Marcación 1.

OBS TRAT VARI EPO REP GLU FRU CITRI ASCO MAL SUC

1	1 45 1 4574 7013 42000 3126 2866 823
2	1 45 2 4449 8404 46000 3701 2911 942
3	1 45 3 4560 7971 45000 3555 2869 936
4 2	1 50 1 6585 8492 29000 927 2804 672
5	2	1 50 2 7690 11000 33000 925 3454 822
6	2	1 50 3 8724 11000 33000 1068 3106 873
7	3	1 55 1 17000 18000 28000 3227 2855 1111
8	3	1 55 2 13000 14000 35000 2316 3141 388
9	3	1 55 3 9857 12000 33000 3018 2656 783
10	4	60 1 19000 18000 24000 4284 2761 723
11	4	1 60 2 16000 16000 23000 3575 2190 727
12	4	1 60 3 18000 18000 24000 1832 3109 916
13	5	2 45	4654 14000 41000 3101 3841 947
14	5	2 45 2 4144 11000 41000 4379 3321 1100
15	5	2 45 3 4080 11000 35500 2270 3678 812
16	6	2 50 1 19000 8183 29000 2043 2962 2031
17	6	2 50 2 13000 4201 35000 2061 3892 1172
18	6	2 50 3 14500 5325 31000 2836 3434 1696
19	7	2 55 1 22000 21000 27000 3040 3011 779
20 7 2 55 2 18000 18000 29000 3492 3724 660
21	7	2 55 3 18000 18000 29000 3556 3189 1095
22	8	2 60 1 16000 16000 25000 4181 2877 1055
23	8 2 60 2 19000 19000 25000 3565 2768 880
24	8	2 60 3 17000 17000 24000 3282 2711 743
25 9	3 45 1 2338 5266 37000 3340 2960 1290
26 9 3 45 2 2064 4469 27000 2040 2427 966
27	9	3 45 3 1528 3480 21100 1954 1879 721
28 10	3 50 1 12000 3771 29000 864 3184 798
29 10	3 50 2 11000 2065 34000 2681 3061 2264
30 10	3 50 3 9379 2692 33000 1157 3827 1395
31 11	3 55 1 18000 20000 36000 7228 5349 786
32 11	3 55 2 23000 24000 32000 7889 4406 1262
33 11	3 55 3 24000 25000 39000 6919 4244 989
34 12	3 60 1 22000 21000 26000 4154 2761 877
35 12	3 60 2 14000 15000 26000 5709 3813 759
36 12	3 60 3 20000 20000 21000 3551 2612 692

Analysis of Variance Procedure
Class Leve¡ Information

Class Levels Values
REP	3 123
TRAT	12123456789101112

Number of observations in data set = 36



Dependent Variable: GLUCOSA
Source
 DF Sum of Squa res Mean Square F Value Pr> F
Model
 13 1501639616.61 115510739.74
22.61
0.0001
Error
 22 112407408.61
5109427.66
Corrected Total
35 1614047025.22

R-Square
C.V.
Root MSE
GLU Mean
0.930357
17.762484 2260.40431
12725.7222222

Source
 DF
Anova SS Mean Square F Value Pr> F
REP
 2 14393914.06 7196957.03
1.41
0.2657
TRAT
 11 1487245702.56 135204154.78
26.46 0.0001

Dependent Variable: FRUCTOSA

Source
 DF Sum of Squares Mean Square F Value Pr> F
Model
 13 1421886473.28 109375882.56
29.57 0.0001
Error
 22 81 364916.94 3698405.32
Corrected Total
35 1503251390.22

R-Square
C.V.
Rool MSE
FRU Mean
0.945874
15.072422 1923.12384
12759.2222222

Source
 DF
Anova SS Mean Square F Value Pr> F
REP
 2 8028102.39 4014051.19
1.09 0.3552
TRAT
 11 1413858370.89 128532579.17
34.75 0.0001

Dependent Variable: CITRICO

Source
 DF Sum of Squares Mean Square F Value Pr> F
Model
 13 1274457777.78 9803521 3.68
8.33 0.0001
Error
 22 259064444.44 11775656.57
Corrected Total
35 1533522222.22

R-Square
C.V.
Root MSE
CITRI Mean
0.831066
10.955697 3431.56765
31322.2222222

Source
DF
Anova SS Mean Square F Value Pr> F
REP
2 13642222.2
6821111.1
0.58 0.5686
TRAT
11 1260815555.6 114619596.0
9.73 0.0001

Dependent Variable: ASCORBICO

Source
 DF Sum of Squares Mean Square
Model
 13 86880927.6111 6683148.2778
Error
 22 10878111.6111 494459.6187
Corrected Total
35 97759039.2222

R-Square
C.V.
Root MSE
0.888725
21 .664769 703.178227

FValue Pr>F
13.52
0.0001

ASCO Mean
3245.72222222



Source
 DF
Anova SS Mean Square
REP
 2 2281851.056 1140925.528
TRAT
 11 84599076.556 7690825.141

Dependent Variable: MALICO

Source
 DF Sum of Squares Mean Square
Model
 13 11156648.6944 858203.7457
Error
 22 3983834.9444 181 083.4066
Corrected Total
35 15140483.6389

R-Square
C.V.
Root MSE
0.736875
13.361537 425.538960

FValue Pr>F
2.31
0.1231

15.55
0.0001

FValue Pr>F
4,74 0.0007

MAL Mean
3184.80555556

Source
 DF
Anova SS Mean Square FValue Pr>F
REP
 2 134123.722
67061.861



0.37 0.6947

TRAT
 11 11022524.972 1002047.725



5.53 0.0003

Dependent Variable: SUCCINICO

Source
 DF Sum of Squares Mean Square F Value Pr> F
Model
 13 2640275.36111 203098.10470
1.98 0.0768
Error
 22 2261122.27778 102778.28535
Corrected Total
35 4901397.63889

R-Square
C.V.
Root MSE
SUC Mean

0.538678
32.524331 320.590526
985.69444444

Source
 DF
Anova SS Mean Square F Value Pr> F
REP
 2
4035.0556
201 7.5278
0.02 0.9806
TRAT
 11 2636240.3056 239658.2096
2.33 0.0438

Analysis of Variance Procedure
Duncans Multiple Range Test for variable: GLUCOSA

NOTE: This test controls the type 1 comparisonwise error rate,
not the experimentwise error rate

Alpha = 0.05 df= 22 MSE= 5109428
Number of Means
2
3
4
5
6
7
Critica¡ Range 3823.1235 401 5.8983 4149.0306 4228.5545 4292.1096 4341 .8954
Number of Means
8
9
10
11
12
Critica¡ Range 4381 .0754 4412.2371 4437.3069 4457.6936 4474.4317

Means with the same letter are not significantly different.
Duncan Grouping	Mean	N TRAT

A
21667
3 11



A
B
A
19333 3 
B A
B
A
18667
312
B A
O
A
17667 34
B
0
 17333
38
B
B
C
15500
36

C
D
C
13286 33
D
D
E
10793
3 10

E
F
E
7666 32
F
F
G
4528 31
F G
F
G
4293 35

G
G
1977
39

Analysis of Variance Procedure
Duncan's Muitiple Ratige Test for variable: FRUCTOSA

NOTE: This test controls the type 1 comparisonwise error rate,
not the experimentwise error rate

Alpha = 0.05 df= 22 MSE 3698405
Number of Means
2
3
4
5
6
7
Critica¡ Range 32526659 3416.6763 3529.9436 3597.6015 3651 .6734 3694.0305
NumberofMeans
8
9
10
11
12
Critica¡ Range 3727.3644 3753.8764 3775.2054 3792.5502 3806.7908

Means with the same letter are not significantly different.
Duncan Grouping	Mean	N TRAT

A
23000
3 11
B
19000
37
B
6
18667
3 12
6

O
B
17333
38
O B
O
B
17333
34
O
O
D
14667 33

D



E
D
12000 3 
E
E
F
10164
32

F
G
F
7796 31
G
G
H
5903 36
G H
G
H
4405 39

H
H
2843
3 10

Analysis of Variance Procedure
Duncans Multiple Range Test for variable: CITRICO

NOTE: This test controis the type 1 comparisonwise error rate,
not the experimentwise error rate

Alpha = 0.05 df= 22 MSE= 11775657
Number of Means
2
3
4
5
6
7
Critica¡ Range 5803.9648 6096.6203 6298.7312 6419.4582 6515.9424 6591 .5233
Number of Means
8
9
10
11
12
Critical Range 6651.0033 6698.31 05 6736.3695 6767.319 6792.7295

Means with the same lelter are not significantly different.
Duncan Grouping
Mean N TRAT

A
44333
31
A

B
A
39167 35
B
B
C
35667
311

C
D
C
32000 3 10
D C
D
C
32000 33
D C
D
C
31667 36
D C
D
C
31667 32
D
D
E
28367 39
O E
D
E
28333 37

E
E
24667 38
E
E
24333
3 12
E
E
23667 34



Ana lysis of Variance Procedure
Duncans Multiple Range Test for variable: ASCORBICO

NOTE: This test controis the type 1 comparisonwse error rate,
not the experimentwise error rate

Alpha= 0.05 df= 22 MSE= 494459.6
Number of Means
2
3
4
5
6
7
Critica¡ Range 1189.317 1249.2864 1290.7018 1315.4405 1335.2116 1350.6992
Number of Means
8
9
10
11
12
Critica¡ Range 1362.8875 1372.5815 1380.3803 1386.7223 1391.9293

Means with the sarne letter are not significa ntly different.
Duncan Grouping
Mean N TRAT

A
7345.3
3 11
B
4471.3
3 12
B

C
B
3676.0 38
C B
C
B
3460.7
31
C B
C
B
3362.7
37
C B
C
B
3250.0
35
C B
C
B
3230.3
34
C
C
D
2853.7
33
C D
O
D
2444.7 39
O D
O
D
2313.3
36

D
E
D
1567.3
3 10
E
E
 973.3
32

Analysis of Variance Procedure
Duncans Multiple Range Test for variable: MALICO

NOTE: This test controis the type 1 comparisonwise error rate,
not the experimentwise error rate

Alpha= 0.05 df= 22 MSE= 181083.4
Number of Means
2
3
4
5
6
7
Critica¡ Range 719.73319 756.02457 781 .08777 796.05878 808.02352 817.39609
Number of Means
8
9
10
11
12
Critica¡ Range 824.77203 830.63847 835.35806 839.19601 842.34709



Means with the same letter are not significantly different.
Duncan Grouping
Mean N TRAT

A
4666.3
3 11
B
3613.3
3 5
B

C
B
3429.3
36
C B
C
B
3357.3
3 10
C B
C
B
3308.0
37
C B
C
B D
3121.3
3 2
C B 
C
B D
3062.0
312
C B 

C
B D
2884.0 33
C B 
C
B D
2882.0 31
C B 
C
6 D
27853 38
C
D
C
D
2686.7 34

D
D
2422.0
3 9

Analysis of Variance Procedure

Duncans Mulhple Range Test tor variable: SUCCINICO
NOTE: This test controis the type 1 comparisonwise error rate,

not the experimentwise error rate

Alpha 0.05 df= 22 MSE= 102778.3
Number of Means
2
3
4
5
6
7
Critical Range 542.22918 569.57021 588.45221 599.73099 608.74493 61 5.80599
Number of Means
8
9
10
11
12
Critical Range 621 .36284 625.78247 629.33809 632.22952 634.60346

Means with the same letter are not significantly different.
Duncan Grouping
Mean N TRAT

A
1633.0
3 6
A

B
A
1485.7
3 10
B
B
C
1012.3
3 11
B C
8
C
992.3 39
B C



B
0
953.0
3 
B O
6
0
900.3
31
6 0
B
0
892.7 38

O
C
844.7
37
O
0
789.0
32
O
0
788.7
34
O
0
776.0
3 12
O
0
760.7
33



Resultados análisis estadístico realizado bajo el SAS.
Variables químicas de mora. Marcación 2.

OBS TRAT VARI EPO REP GLU FRU CITRI ASCO MAL SUC

1
	1 45 1 3871 6290 36000 1574 2188 598

2



1 45 2 3536 6769 39000 4183 2222 741
3



1 45 3 3009 5221 32000 2362 2378 1102
4



2



1 50 1 1617 3529 31000 1559 3012 705
5



2



1 50 2 2317 5859 43000 5328 3626 1272
6



2



1 50 3 1289 4984 38000 1770 3828 894
7



3



55



1 10300 13000 31000 1096 3121 1195
8



3



55 2 18000 20100 47000 1070 4064 1658
9



3



1 55 3 8512 11300 37100 914 3550 1284
10



4



1 60 1 38200 36000 26000 199 3193 1297
11



4



1 60 2 35300 33000 29000 86 3522 1400
12



4



1 60 3 23000 25000 35000 215 3183 1585
13



5



2 45 1 1740 4604 38000 6130 2841 927
14



5



2 45 2 1693 3015 26000 3905 1850 640
15



5



2 45 3 1645 3698 30000 4249 2062 1136
16



6



2 50 1 3106 5771 38000 2094 3391 901
17



6 2 50 2 2743 5763 40200 5105 3466 1229
18



6



2 50 3 4529 7631 43000 4291 3701 1168
19



7



2 55 1 21000 20000 33000 765 3704 1775
20



7



2 55 2 7217 11300 29000 797 2707 1227
21



7



2 55 3 19000 21000 40000 861 3583 1740
22



8



2 60 1 23000 26000 24000 150 2618 1006
23 8 2 60 2 20200 27000 24000 149 2971 1080
24 8 2 60 3 27000 28000 23000 350 2594 1435
25



9



3 45 1 2335 6696 49000 4996 4258 1559
26



9



3 45 2 1236 3395 26000 3396 2107 1149
27



9



3 45 3 1500 4856 37000 4888 3164 1046
28 10



3 50 1 3624 8119 42000 2249 967 968
29 10



3 50 2 4043 8714 37000 1824 1157 1157
30 10



3 50 3 3411 8247 41000 1775 2055 2055
31



11



3 55 1 17000 17000 33000 569 3260 744
32 11



3 55 2 12000 12000 33000 636 2316 954
33 11



3 55 3 18000 23000 38000 631 3297 721
34 12



3 60 1 24000 24000 27000 100 2933 950
35 12



3 60 2 26000 27000 29000 163 3178 1207
36 12



3 60 3 24000 22000 25000 68 2265 898

Analysis of Variance Procedure
Class Leve¡ lnformation

Class Leveis Values
REP
3 123
TRAT
12123456789101112

Number of observations in data set = 36



Dependent Variable: GLUCOSA

Source
 DF Sum of Squares Mean Square F Value Pr> F
Model
 13 3779309265.86 290716097.37
19.41
0.0001
Error
 22 329437786.44 14974444.84
Corrected Total
35 4108747052.31

R-Square
C.V.
Root MSE
GLU Mean
0.919820
31250014 3869.68278
11638.1388889

Source
 DF
Anova SS Mean Square F Value Pr> F
REP
 2 12856126.89 6428063.44
0.43 0.6563
TRAT
 11 3766453138.97 342404830.82
22.87 0.0001

Dependent Variable: FRUCTOSA

Source
 DF Sum of Squares Mean Square F Value Pr> F
Model
 13 3070251768.53 23617321296
20.67 0.0001
Error
 22 251337800.44 11424445.47
Corrected Total
35 3321589568.97

R-Square
C.V.
Root MSE
FRU Mean
0.924332
24.342816 3380.00673
13885.0277778

Source
 DF
Anova SS Mean Square F Value Pr> F
REP
 2 2451069.56 1225534.78
0.11
0.8987
TRAT
 11 3067800698.97 278890972.63
24.41 0.000

Dependent Variable: CITRICO

Source
 DF Sum of Squares Mean Square
Model
 13 912593611.111 70199508.547
Error
 22 710676111.111 32303459.596
Corrected Total
35 1623269722.222

R-Square
C.V.
Root MSE
0.562195
16.644438 5683.61325

FValue Pr>F
2.17
0.0524

CITRI Mean
34147.2222222

Source
 DF
Anova SS Mean Square FValue Pr>F
REP
 2 12290555.6
6145277.8



0.19 0.8281

TRAT
 11 900303055.6 81845732.3



2.53 0.0305

Dependent Variable: ASCORBICO

Source
 DF Sum of Squares Mean Square F Value Pr> F
Model
 13 98877635.2500 7605971.9423
8.04 0.0001
Error
 22 20807335.5000 945787.9773
Corrected Total
35 119684970.7500



Source
REP
TRAT




R-Square
C.V.
Root MSE




0.826149
49.662521
972.516312




DF
Anova SS Mean Square
2 1268033.167 634016.583
11 97609602.083 8873600.189

ASCO Mean
1958.25000000

FValue Pr>F
0.67
0.5217

9.38
0.0001

Dependent Variable: MALICO

Source
 DF Sum of Squares Mean Square F Value Pr> F
Model
 13 14583413.7778 1121801.0598
4.17
0.0016
Error
 22 5916185.7778 268917.5354
Corrected Total
35 20499599.5556

Source
REP
TRAT




R-Square
C.V.
Root MSE




0711400
17.893468 518.572594




DF
Anova SS Mean Square
2 317804.222
158902.111
11 14265609.556 1296873.596

MAL Mean
2898.11111111

FValue Pr>F
0.59 0.5624

4.82 0.0008

Dependent Variable: SUCCINICO

Source
 DF Sum of Squares Mean Square F Value Pr> F
Model
 13 2454554.25000 188811.86538
2.59 0.0238
Error
 22 1604006.50000 72909.38636
Corrected Total
35 4058560.75000

R-Square
C.V.
Root MSE
SUC Mean
0.604784
23.478071
270.017382
1150.08333333

Source
 DF
Anova SS Mean Square F Value Pr> F
REP
 2 248809.5000 124404.7500
1.71
0.2047
TRAT
 11 2205744.7500 200522.2500
2.75 0.0209

Duncans Multiple Range Test for variable: GLUCOSA
NOTE: This test controls the type 1 comparisonwise error rate,

not Ihe experimentwise error rate

Alpha = 0.05 df= 22 MSE= 14974445
Number of Means
2
3
4
5
6
7
Critica¡ Range 6544.9686 6874.9881 7102.9029 7239.0433 7347.8459 7433.0763
Number of Means
8
9
10
11
12
Critica¡ Range 7500.1502 7553.4973 7596.41 53 7631 .3162 7659.9709

Means with the same letter are not significantly different.
Duncan Grouping
Mean N TRAT

A
32167
34
B
24667 3 12



B
B
23400 3 
C
15739
37
C
C
15667
3 11
C
C
12271
33
D
3693
3 10
D
D
3472
31

D
D
3459 36
D
D
1741
32
D
D
1693 35
D
D
1690 39

Analysis of Varíance Procedure
Duncan's Multiple Range Test for variable: FRUCTOSA

NOTE: This test controis the type 1 comparisonwise error rate,
not the experimentwise error rate

Alpha = 0.05 df22 MSE 11424445

Number of Means
2
3
4
5
6
7
Critica¡ Range 5716.7574 6005.0157 6204.0898 6323.0028 641 8.0373 6492.4825
Number of Means
8
9
10
11
12
Critica[ Range 6551.0688 6597.6653 6635.1 524 6665.6368 6690.6655

Means with the same Ietter are not significantly different.
Duncan Grouping
Mean N TRAT

A
31333
3 4
A

B
A
27000 38
8
B
 24333
3 12

C
17433
37
C
C
17333
3 11
C
C
14800
33
D
8360 310
D
D
6388 36



D
D
6093 3 
D
D
4982 39
D
D
4791
32
D
D
3772 35

Analysis of Variance Procedure
Duncan's Multiple Range Test for variable: CITRICO

NOTE: This test controls the type 1 comparisonwise error rate,
not Ihe experimentwise error rate

Alpha = 0.05 df= 22 MSE= 32303460

Number of Means
2
3
4
5
6
7
Critica¡ Range 9612.9508 10097.668 10432.419 10632.376 10792.18 10917.363
Number of Means
8
9
10
11
12
Critica¡ Range 11015.878 11094.232 11157.268 11208.529 11250.615

Means with the same letter are not significantly different.
Duncan Grouping
Mean N TRAT

A
40400 36
A
A
40000
3 10
A
A
38367 33
A

B
A
37333 39
B A
B
A
37333 32
B A
B
A
35667 31
B A
B
A
34667
311
B A
B
A C
34000 37
B A 
B
A C
31333 3 5
B A 
B
A C
30000 34
B
C
B
C
27000 312

C
C
23667 38



Ana!yss of Variance Procedure
Duncan's Multiple Range Test for variable: ASCORBICO

NOTE: This test controis the type 1 comparisonwise error rate,
not the experimentwise error rate

Alpha = 0.05 df= 22 MSE= 945788

Number of Means
2
3
4
5
6
7
Critica¡ Range 1644.8606 1727.8 1785.0789 181 9.2932 1846.6371 1868.057
Number of Means
8
9
10
11
12
Critica¡ Range 1884.9138 1898.3208 1909.1068 1917.878 1925.0794

Means with the same letter are not significantly different.
Duncan Grouping
Mean N TRAT

A
4761.3
3 5
A

B
A
4426.7
39
B A
B
A
3830.0
36
B
B
C
2885.7
32
B C
B
CD
2706.3
31

CD
E
C D
1949.3
3 10
E
D
E
D
1026.7
33
E
E
 807.7
37
E
E
 612.0
3 11
E
E
 216.3
38
E
E
 166.7
34
E
E
 110.3
3 12

Analysis of Variance Procedure

Duncan's Multiple Range Test for variable: MALICO
NOTE: This test controis the type 1 comparisonwise error rate,

not the experimentwise error rate
Alpha= 0.05 df 22 MSE 268917.5

Number of Means
2
3
4
5
6
7
Critica¡ Range 877.08516 921 .31076 951 .85342 970.09746 984.678 996.09965



Number of Means
8
9
10
11
12
Critica¡ Range 1005.0882 1012.2372 1017.9886 1022.6656 1026.5056

Means with the same letter are not significantly different.
Duncan Grouping
Mean N TRAT

A
3578.3
3 3
A
A
3519.3
3 6
A
A
3488.7
3 2
A
A
3331.3
3 7
A
A
3299.3
3 4
A

B
A
3176.3
39
B A
B
A
2957.7
3 11
B A
B
A
2792.0
3 12
B A
B
A
2727.7 38
B
B
C
2262.7
31
B C

B
C
2251.0
35
C
C
1393.0
3 10

Analysis of Variance Procedure

Duncan's Multiple Range Test for variable: SUCCINICO

NOTE: This test controls the type 1 comparisonwise error rate,
not the experimentwise error rafe

Alptia= 0.05 df= 22 MSE= 72909.39

Number of Mearis
2
3
4
5
6
7
Critica¡ Range 456.69255 479.72053 495.62389 505.12345 512.71 544 51 8.66262

Number of Means
8
9
10
11
12
Critica¡ Range 523.34288 527.06531 530.06003 532.49533 534.49479

Means with the same letter are not significantly different.



Duncan Grouping
Mean N TRAT

A
1580.7
3 7
A

B
A
1427.3
3 4
B A
B
A
1393.3
3 10
B A
B
A
1379.0
3 3
B A
B
A 
1251.3
3 9
B A 
6
A 
1173.7
3 8
B A 
B
A 
1099.3
3 6
B
C
B
C
1018.3
3 12
B
C
B
C
957.0
3 2
B
C
B
C
901.0
3 5

c
c
813.7
3 1
c
c
806.3
3 11
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