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RESUMEN

Se realizo un ensayo de almacenamiento de Gulupa (Passiflora Edulis Sims) en
empagues comerciales de plastico tipo Xtend® a tres temperaturas de refrigeracion (4, 8 y
20 °C) y con tres estados de madurez de la fruta. El criterio de seleccién de los frutos se
realizé a partir del color de las cortezas; El experimento tuvo una duracién de 4 semanas,
que es el tiempo de vida comercial del producto en su transporte, distribucion y venta en
Europa. Se evalud la evolucion de los 4cidos orgénicos incluido el &cido ascorbico durante
la maduracion del producto, teniendo como criterio el color de la corteza y perdida de
humedad para encontrar la relacién estado de madurez inicial en el almacenamiento,
temperatura de almacenamiento y tiempo de almacenamiento mas adecuada para la
conservacion optima de las cualidades del producto, hasta el consumidor final en
ultramar.

Se encontrd que a pesar del empaque hubo una pérdida significativa de masa como
humedad sobre todo en los frutos mantenidos a 20 °C £2°C; Ademas se observaron
lesiones en la corteza y otros cambios indeseables como manchas para los frutos
almacenados a 4 °C por lo que hacia el dia 25 de seguimiento se descartaron, lo que
asocia esta temperatura con dafios por frio para la Gulupa. El acido ascoérbico present6
variaciones considerables, mientras que los deméas &cidos evaluados presentaron
concentraciones y tendencias esperadas y previamente reportadas, para otras
pasifloraceas. Las mejores cualidades sensoriales y nutricionales de la gulupa
almacenada en las condiciones propuestas se mantuvieron en frutos de 50% de madurez
en el momento de la cosecha y temperatura de almacenamiento de 8 °C.
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OBJETIVOS

2.1. Objetivo general

Caracterizar variables bioquimicas y de calidad de Gulupa almacenada en régimen de
refrigeracion.

2.2. Objetivos especificos

1. Caracterizar los cambios de acidos organicos con caracter funcional y no funcional
durante la conservacion de Gulupa para las condiciones evaluadas.

2. Seleccionar y recomendar a partir de la informacién de pérdida de masa y de
contenido de acidos funcionales, la mejor condicion de almacenamiento de la Gulupa de
acuerdo a su madurez inicial y a la temperatura de conservacion.
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JUSTIFICACION

La produccion de Gulupa (Pasiflora eludis Sims) se ha visto favorecida en los dltimos
afos por un interesante impulso del sector hortofruticola del pais que ha conseguido abrir
importantes mercados internacionales (fundamentalmente el mercado europeo y Japén) y
consolidar su posicion en ellos. Asi mismo se ha dado un incremento en el area de cultivo
de Gulupa en departamentos como Boyaca, Cundinamarca, Huila y Tolima. En la
busqueda de que estos esfuerzos se vean recompensados adecuadamente se ha
buscado la manera de eliminar fallas que afectan de forma notable la cadena de
produccion de la fruta (esto desde el cultivo hasta el transporte al mercado internacional)
con el fin de que haya un incremento real de la competitividad que justifique dichos
esfuerzos. Empresas del sector han querido unir esfuerzos a entidades de investigacion y
academia como la Universidad Nacional para realizar un mejoramiento del proceso de lo
gue se ha formulado una propuesta que esta financiada por COLCIENCIAS para las
investigaciones pertinentes.

En cuanto al manejo de pos cosecha se han realizado esfuerzos que lleven a una
minimizacion de las pérdidas de producto mediante una implementacion de mejoras a lo
largo de la cadena productiva. Métodos mas efectivos de recoleccién, de tratamiento y de
conservacion han mejorado de forma notable el proceso mediante la identificacion de los
problemas mas recurrentes y los factores mas sensibles a tener en cuenta para obtener
un producto final de las mejores condiciones de calidad y en cantidades que sean
econdmicamente viables.

3.1. Proyecto macro OCATI

Empresas exportadoras como OCATI S.A. cabeza del sector también se interesan en
proyectos de este tipo porque en su labor exportadora se encuentran con problemas que
les producen bajas en la rentabilidad y sobrecostos. Ellos han indicado que la
comercializaciéon de la Gulupa a nivel internacional se limita por la falta de tecnologia
adecuada para prolongar adecuadamente la vida del producto que permita una cierta
flexibilidad a la hora del transporte del producto. En la actualidad la comercializacion
exitosa se da por medio aéreo siendo este mas de un 50 % mas costoso que el medio
maritimo.

Para continuar con el proceso exitoso de comercializacion del producto se requiere de
soluciones tecnolégicamente apropiadas y econémicamente viables. Por esta razoén
OCATI S.A. se ha involucrado de lleno en este proyecto apoyandolo con recursos
econdmicos y de infraestructura.

Asi en colaboracion con la Universidad Nacional de Colombia con representantes como el
departamento de Biologia de la Facultad de Ciencias y el Instituto de Ciencia y Tecnologia
de Alimentos se ha conformado un grupo conjunto de investigacion (Proyecto Macro) al
cual pertenece este proyecto.
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MARCO TEORICO Y ESTADO DEL ARTE

4.1 Las frutas de la pasion
4.1.1. Descripcion General

La fruta de la pasién es también conocida como parcha, granadilla, maracuya, ceiba,
liliquea y linmangkon (Morton 1987). El prefijo Inglés "pasion” se deriva de la pasion de
Cristo propuesta por el estilo de cuadro enramado que aparece en algunas de las flores.
La fruta de la pasion es maderable, un producto de la vid que tiene una fruta deliciosa y se
produce en las formas purpura y amarilla (Passiflora edulis f. edulis Sims y P. edulis f.
flavicarpa), conocidas como Gulupa y Maracuya. Las plantas tienen unas raices débiles,
de color marfil ampliandose en raices laterales. El tallo es generalmente solitario, de
hasta 7 cm de diametro basal, se extiende desde 5 hasta 10 metros 0 mas en las copas
de los arboles, y la planta esta cubierta por una delgada corteza escamosa, de color
marrén claro. Las ramas son de color amarillo-verde, volviéndose marrones, y se
mantienen en la vegetacion por medio de zarcillos que surgen en las axilas de las hojas.
Las hojas son alternas, verde a amarillo-verde, de tres |6bulos (en las plantas maduras)
con bordes aserrados. Los peciolos son de 3 a 6 cm de largo y las hojas son de 5 a 11
cm de largo por 4 a 10 cm de ancho. Flores solitarias surgen en las axilas de las hojas.
La medida de flores de 5 a 7 cm de didmetro con cinco sépalos verde-blanco y cinco
pétalos de color blanco rematado con una franja similar a la corona de rayos rectos
purpura y blanco. Hay cinco estambres con anteras grandes y un estilo de tres brazos. El
fruto es globoso u ovoide, de color purpura o amarillo y 4 a 7 cm de diametro. Dentro de
una corteza gruesa marrdn oscuro son muchas semillas de color negro envuelto en
pequefios sacos llenos de jugo de color amarillo 0 naranja muy aromaticos. Los frutos de
la fruta de Gulupa son mas pequefios pero mas aromaticos que los de la forma amarilla
(Acevedo-Rodriguez 1985, Liogier 1994, Morton 1987).

4.1.2. Procedencia

La Gulupa es nativa del sur de Brasil encontrandose pasando a través de Paraguay hasta
el norte de Argentina. La Maracuya es probablemente nativa de la regién amazénica de
Brasil (Morton 1987). La Maracuya se cultiva hoy en dia en los trépicos y subtrépicos, y
se ha naturalizado y extendido en muchas areas, incluyendo Florida, Puerto Rico, Islas
Virgenes de EE.UU., Hawai, Guam y Samoa Occidental (Acevedo-Rodriguez 1985,
Morton 1987, las islas del Pacifico Ecosistemas en Peligro 2002).

4.1.3. Ecologia

La altitud y la latitud no parecen ser una limitacién, solo que no sea a través de las
temperaturas asociadas con ellas. La gulupa crece mejor en un clima subtropical, y el
maracuya amarillo prefiere un clima tropical con estaciones completas de dias calidos.
Sin embargo, incluso el maracuya amarillo puede sobrevivir a temperaturas inferiores a - 5
° C (Sentelhas y 1996, otros). En general, la precipitacion anual debe ser de al menos
900 mm. Las precipitaciones en las areas nativas que cultivan la fruta va desde 1000
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hasta 2500 mm / afio (Morton 1987). La especie es de raices poco profundas, pero
resiste la sequia y defoliadores. La fruta tolera una gran variedad de suelos y crece mejor
en suelos bien drenados francoarenosos con pH de 6,5 a 7,5 (Morton 1987). Es
moderadamente intolerante a la sombra, requiere de arboles, arbustos, o cercas de
apoyo, Y los beneficios de la sombra que estos aportan, pero no requiere la alteracion del
suelo para la reproducciéon. Las plantas silvestres se encuentran en bosques talados,
amplias galerias, cercas, fincas abandonadas, y las porciones urbanas descuidadas. Las
plantas jovenes son comidas por el ganado, por lo que la fruta casi nunca se encuentra en
aéreas de pastura. Un gran numero de insectos, nematodos, hongos y virus pueden
atacar tanto la planta como los frutos (Morton 1987).

4.1.4. Reproduccion

La Gulupa florece en primavera y principios del verano y otra vez durante un corto periodo
en el otofio y principios de invierno (Morton 1987). El Maracuy& amarillo florece en Puerto
Rico de abril a septiembre y da sus frutos de junio a octubre (Acevedo-Rodriguez, 1985).
En algunas zonas, las plantas dan frutos dos veces al afio (Popenoe 1920). Las plantas
usualmente comienzan la floracién y fructificacion en su segundo afio. Las flores de
maracuya amarillo tienen partes masculinas y femeninas, pero son autoestériles. Se
basan principalmente en las abejas carpinteras (Xylocopa spp.) para la polinizacion.
Otros insectos y colibries también visitan las flores. Las flores de Gulupa pueden tener
auto-polinizacién (Morton 1987). La maracuyd forma frutos con pesos de 45 a 120 g en
Puerto Rico. Existe una gran variacion entre las plantas en la forma y el tamafio de los
frutos. Los frutos pequefios vienen totalmente desprovistos de las semillas, y los frutos de
gran tamafo pueden tener mas de 200 semillas. Una coleccion de semillas de plantas
nativas en Puerto Rico tiene un promedio de 0,0251 + 0,0004 g / semilla o 40.000 semillas
/ kg. Estas frutas suelen propagarse por semillas, pero se puede iniciar de cortes, capas,
y de injertos (Morton 1987). Las semillas germinan mejor si se dejan fermentar durante
algunos dias en la pulpa del fruto antes de limpiar y son ligeramente escarificadas por
corte o lijado (Morton, 1987). Un grupo de semillas en Puerto Rico fueron sembradas sin
tratamiento previo en la mezcla de siembra comercial y comenzé a germinar en 14 dias y
concluydé la germinacion en 24 dias germinando cerca del 61 %. Las plantas son
cultivadas en camas o0 macetas y trasplantadas cuando llegan a unos 25 cm de altura.
Las semillas son esparcidas en la naturaleza por el hombre, los animales, especialmente
cerdos y aves, y por extension del cultivo.

4.1.5. Crecimiento y manejo

Las plantas en suelo fértil extienden sus tallos cerca de tres metros por afio. Cada afo
durante la estacion seca, las hojas caen y las ramas mueren dejando solamente el tronco
principal y algunas ramas para de ahi rehacer la copa luego del comienzo de la estacién
de lluvias. Debido a que la fructificacion tiene lugar en la madera joven, es posible realizar
la poda para mejorar la entrada de luz sin afectar el rendimiento de produccion de frutos.
Las plantas viven de 3 a 8 afios y no suelen rebrotar. Los puestos de venta se manejan
en los mismos cultivos, algo asi como con las uvas. Se plantan en filas en espaldera 4,5
m de distancia y espacio de 4,5 m de separacion dentro de las filas. Los huertos se
vuelven a sembrar cada 4 a 6 afios (Bailey 1941). Alternativamente, los huertos pueden
ser elaborados a partir de arboles pequefios o de bambl (Heenkenda vy
Punchikumarihami 1991). Las frutas caen al completar la maduracién de la vid y se
recogen desde el suelo al menos dos veces por semana. Las raices normalmente forman
micorrizas y las asociaciones de beneficiarse de la inoculacién con cepas de hongos
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superiores (Cavalcante y otros 2001). Las plantas silvestres son por lo general dispersas
y hasta ahora no se han reportado intentos de manejarlas.

4.1.6. Beneficios

Con mucho, el mayor beneficio de la fruta de la pasion para la humanidad es su fruto y el
jugo delicioso hecho de él. Ademas de ser recogida por la poblacién local en los bosques,
la fruta se cultiva en los vifiedos en docenas de paises. En todo el mundo se recolecta,
se almacena refrigerada y se envia luego a otros lugares para su consumo. La pulpa del
fruto contiene cerca de un 2,2 por ciento de proteinas, 0,7 por ciento de grasa, y el 21,2
por ciento de carbohidratos. Ademas, las semillas contienen 23 por ciento de aceite de
girasol o similar al de aceite de soja, y el residuo de la corteza se utiliza para la
alimentacion del ganado (Morton 1987). Los frutos de los rodales nativos y naturalizados
proporcionar alimentos para numerosas especies de mamiferos y aves silvestres. Toda la
planta, especialmente las hojas, contiene alcaloides y un ndmero de otros productos
guimicos fitoactivos. Entre ellas se encuentra la passiflorine (pasiflorina), un conocido
sedante y tranquilizante (Morton 1987). Los extractos de las hojas se han utilizado
durante siglos como sedantes por los nativos del Brasil. Ellos preparan una bebida de la
flor para tratar el asma, la bronquitis y la tos ferina. La planta también se utiliza como un
diurético para tratar las infecciones urinarias (Rain-tree, 2002).

4.1.7. Cultivo y produccién

El género pasiflora comprende mas de 500 especies de lianas persistentes o
semipersistentes, casi todos nativos de las areas tropicales de Suramérica, de Asia, de
Australia y de la Polinesia. Los principales paises productores son Sinbawe, Australia,
Surafrica, Brasil, Fiji, Hawai, Kenia, Peru y Sri Lanka.
(http://plantencyclo.free.fr/sp/nmauric_passiflora_edulis_gg.html) (Didier, 2001). Pyle
(1994) describe seis grupos de frutas de la pasion ubicando a la gulupa dentro del grupo
de la Passiflora. Histéricamente, en la mayoria de los paises la produccion se ha iniciado
como un cultivo de traspatio y artesanal, para el consumo casero; después se ha vuelto
comercial para satisfacer la demanda interna. Ese proceso ha sido mas o menos lento y
su desarrollo en cada pais ha dependido de los apoyos gubernamentales y de los
compromisos con la agroindustria. Australia y Hawaii son los que mas han fomentado y
apoyado la investigacion, posteriormente Colombia y Brasil han hecho aportes relevantes.
En la ubicacion geogréfica de las principales regiones productoras han ocurrido
importantes cambios durante los Gltimos afios. En 1970, siete paises cubrian entre el 80 y
90% de la produccién de passifloras que ingresaba al mercado mundial: Hawaii (EUA),
Islas Fiji, Australia, Kenia, Surafrica, Nueva Guinea y Nueva Zelanda. A partir de los afios
80 se traslada el centro de produccion a América Latina, respondiendo a una creciente
demanda de jugo concentrado surgida en estos afios en Europa, que no fue satisfecha
por los centros tradicionales de produccion. En los afios 90 es el continente
latinoamericano el que aporta el 90% de la produccién mundial de pasifloras. Por otro
lado, algunos paises productores entran en una verdadera crisis como las Islas Fiji, que
recientemente abandonaron este cultivo debido a que sufrié el ataque de virosis. Hasta
1950 antes que Fusarium se convirtiera en un problema fitosanitario serio, sélo el
maracuya morado Passiflora edulis se comercializaba en Australia, pero fue sustituida por
el hibrido Passiflora edulis f. flavicarpa o maracuya amarilla, la cual presenta resistencia a
Fusarium y algunos nematodos.

El principal productor de pasifloras a nivel mundial a partir de los afios 80 ha sido Brasil.
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En este pais se han dedicado a su cultivo 25,000-33,000 hectareas durante los ultimos
afios, generando el 50% de la produccion mundial (250,000-420,000t). Por sus
condiciones climaticas, en este pais se puede cosechar practicamente durante todo el
afo. Su productividad oscila de 1.2 a 45 t/ha, el promedio es de 12 t/ha, sus costos, por lo
tanto, son muy variables, pero en explotaciones orientadas al mercado, en un ciclo de tres
anos, oscilan entre 180-290 US$/t, con lo que se obtuvo en promedio una ganancia neta
de US$ 1,500 por hectarea, durante los ultimos 5 afios. De su produccién anual, se
comercializa el 70% como fruta fresca. Su participacion en el mercado mundial es de 10%
de las exportaciones. En 1995 la produccién de Brasil no fue suficiente para satisfacer su
creciente demanda interna, hecho que se explica por el favorable desarrollo econémico
del pais, aunado a un creciente poder adquisitivo de la poblacién y a la reduccién ciclica
de la produccién. Por esta razén, Brasil se convirti6 en un importador neto de jugo de
maracuya y de algunas pasiflordceas como la gulupa (Reboucas, 1996; Lima, 1981).

En Colombia el cultivo comercial de passifloras se inicié en los afios 60 y fue hasta los 80
gue se lanz6 al mercado internacional. La superficie dedicada varia entre 2,500 y 7,000
hectareas y el 70% de la produccion se exporta, dejando el 30% para el mercado interno.
El rendimiento medio alcanza las 20 t/ha, marcando la punta mundial, y su costo medio de
produccion, en el ciclo de tres afios, es de US$ 180/t. Colombia participa en el mercado
mundial de manera variable; en 1993 aporté del 60 al 70%, aunque en 1994 contribuy6
so6lo el 7.3%. En este pais el ICA promovié ampliamente el cultivo al tiempo que se dio un
fuerte soporte técnico y créditos accesibles a los productores por parte de la Caja de
Crédito Agrario y de la Federacion Nacional de Cafeteros (Referencia 19, 2008).

Cuando la fruta se encuentra fisiolégicamente en su maximo estado de crecimiento y
desarrollo, y todas sus partes, estan formadas, maduras y aptas para su reproduccion, es
el estado que se conoce como madurez fisiolégica. La madurez de cosecha o comercial
es aquella etapa fisiologica en el desarrollo de la fruta en la cual se desprende del arbol y
puede llegar a desarrollar su madurez de consumo; esta Ultima es aquel momento del
desarrollo fisiologico del fruto cuando todas las caracteristicas sensoriales propias de
éste, como el sabor, el color, el aroma, la textura y la consistencia, son completas y
armonicas (Pinzén et al 2007). El estado de madurez del fruto es critico para las
condiciones de almacenamiento y mantenimiento de la vida Util.

4.2. Estado del Arte
4.2.1. Algunos estudios realizados

La maracuyd amarilla (Passiflora edulis f. flavicarpa) ha sido més estudiada debido a su
mayor difusion: Es posible encontrar reportes de fisiologia poscosecha y el efecto de
tratamientos como empaques, ceras, temperaturas (Aular et al., 2001; Gémez, 2000;
Gobmez et al.,, 1999; Arjona et al.,, 1992; Quesada y Matta, 1992;). Ademas se ha
estudiado la actividad de enzimas como pectinmetilesterasa, poligalacturonasa y celulasa
(Aponte y Guadarrama, 2003; Menéndez et al. 2006); analisis de la hidrdlisis enzimatica
de compuestos responsables del aroma (Chassagne et al, 1999), tratamientos realizados
con etileno (Arjona y Matta, 1991). En otras Passifloraceas como la Badea (Passiflora
guadrangularis) se han realizado estudio de caracterizacién de aroma (Osorio et al.,2005).
Aular et al. (2001) Encontraron que para el maracuya la utilizacién de envolturas plasticas
no afecta las caracteristicas fisicoquimicas de los frutos ni los cambios que se presentan
de manera normal durante la maduracién; sin embargo bajo esas condiciones se
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incrementa la incidencia de pudriciones y si el tiempo de almacenamiento es muy largo se
presenta pérdida de masa fresca y disminucién de los sélidos solubles totales y el acido
ascorbico. Gémez (2000) encuentra también que la utilizacion de empaque plastico con
diferentes espesores (0,001; 0,0015 y 0,002 pulgadas) y nimero de perforaciones (0, 6 y
12 de 0,5 mm de diametro), ocasiona un retraso en la maduracion de los frutos, lo cual
combinado con una temperatura entre 10 y 12°C, prolonga en un 50 % el tiempo de
conservacion (30 dias), disminuye las pérdidas de peso y estabiliza la composicion
quimica del fruto.

Pocos son los estudios referenciados en gulupa, entre estos, Shiomi et al (1996) reportan
gue el fruto purpura o morado alcanza su maximo tamafio 20 dias después de la antesis
de la flor. Ademas encuentra que la tasa de respiracion del fruto (aun pegado a la planta)
decrece gradualmente pero sin mostrar un pico climatérico y la produccion de etileno
incrementa claramente después de 70 dias de la floracion, después de lo cual se
mantiene constante. Después de retirar los frutos de la planta alrededor o cerca del dia 40
(después de la floracion) se observa un pico climatérico. El cambio en el color de verde a
purpura fue visto entre los 70 y 80 dias después de la floracion y corresponde con el
comienzo de la actividad autocatalitica del etileno. Los resultados muestran que la gulupa
tiene una madurez fisiologia alrededor de 60 dias después de la salida de la flor y puede
ser cosechada 70 dias después de la antesis. En otro estudio Shiomi et al (1996)
encuentran que durante maduracién del fruto aumenta el contenido de glucosa y fructosa,
decrece el contenido de sacarosa. Los Acidos citrico y mélico aumentan en las primeras
etapas de maduracion y luego decrecen. La aplicacion de etileno entre uno y cinco dias
después de la cosecha estimula la produccion de etileno; ellos indican que Pasiflora edulis
Sims, puede ser transportado en frio al lugar de venta y alli se puede inducir el cambio de
color (verde a morado) aplicando etileno. (Pachén et al, 2006) estudiando el efecto del
empaque, encerado Yy temperatura sobre las caracteristicas fisicoquimicas y
organolépticas de la gulupa plantean el uso del papel plastico vinipel como una muy
buena alternativa de empacado de frutos, solo o en combinacién con encerado incluso a
temperatura ambiente aunque por un tiempo menor. El peso fresco y la acidez titulable
tienden a decrecer con el tiempo aun con este empaque.

Debido a las diferentes condiciones ambientales en las que se desarrollan la gulupa y la
maracuya amarilla, estas presentan diferencias en cuanto a la resistencia a las bajas
temperaturas. Las condiciones éptimas de almacenamiento de maracuya amarillo estan
entre 7°C y 10°C con una humedad relativa del 90 al 95%; este a su vez puede tener un
potencial de sobrevivencia (en almacenamiento) de dos semanas. La gulupa mientras
tanto es mas resistente al enfriamiento y puede ser almacenada entre 5 y 8°C, por un
tiempo entre tres y cinco semanas (Paull y Chen, 2008). La temperatura letal para el
maracuya morado o gulupa se encontré entre -10°C a -12°C (Quesada y Matta, 1992).
Otras diferencias se observaron en el aroma, mientras que para ambas, gulupa
(maracuyd morada) y maracuyd (maracuya amarillo) se encuentran concentraciones
importantes de alcoholes aromaticos, los fendlicos se consideran como caracteristicos de
la morada (Chassagne et al.,, 1999). Pinzén et al (2007) reportan bajo condiciones de
Colombia los estados de madurez de gulupa. En Colombia, la gulupa (Passiflora edulis
Sims) se cultiva principalmente entre los 1.800 y 2.400 msnm con temperatura promedio
de 16 a 24°C y precipitaciones de 1.500 a 2.500 mm (Pachon et al., 2006). El color del
exterior del fruto (pericarpio) se caracteriza por ser verde durante su etapa juvenil para
luego cambiar a purpura en su estado de madurez (Hurtado y Nieto, 1985). Actualmente
se encuentran cultivos a los 900 msnm (OCATI, comunicacion personal). Actualmente en
Colombia, la gulupa ocupa el tercer renglén dentro de las frutas exportadas hacia el
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mercado europeo después del banano y la uchuva. Se cosecha directamente de la planta.
Dado los pocos estudios realizados en el pais sobre el momento 6ptimo de cosecha
Pinzén et al (2007) determinaron los estados de madurez del fruto, asi como algunas
caracteristicas fisicas y quimicas. Determinaron seis estados de madurez de la gulupa
desde totalmente verde (estado 0) hasta sobremaduro (estado 6) para facilitar el
reconocimiento del momento 6ptimo de cosecha. De acuerdo a las caracteristicas fisicas
(peso, tamafio, densidad, firmeza, color), quimicas (s6lidos solubles totales [SST], acidez
total titulable [ATT], pH) y el indice de madurez para cada estado del fruto se determiné
gue el momento Optimo de cosecha es el estado 3 el cual corresponde a un fruto 40-50%
verde y 40-50% purpura; en este estado el fruto es mas denso y alcanza su maximo en
peso fresco de fruto total y de la pulpa. En este estado el fruto contiene la mayor
concentracion de SST (15,9°Brix) y ademas comienza a aumentar el pH (desde 3,0 hasta
3,6 [en estado 6]), mientras disminuye la ATT (13%). Actualmente algunas empresas
exportadoras como OCATI empacan los frutos en el estado 3 (aunque en algunas
ocasiones empacan mezclado entre estado tres y cuatro) en empaques tipo Xtend; sin
embargo bajo las condiciones de almacenamiento, transporte y empaque los frutos se
maduran o sobremaduran o sufren dafios y en muchos casos presentan problemas
fitosanitarios antes de llegar a su sitio destino perdiéndose calidad del fruto para el
consumo (OCATI, informacién personal).

4.2.2. Procesos fisiologicos

Las tasas de procesos fisiolégicos en las frutas, incluyendo la respiracion y la accion y
evolucién del etileno, son reguladas por la temperatura, y son mas bajos justo sobre el
punto de congelacion del tejido. De esta forma las tasas de maduracion de las frutas y el
ablandamiento de la pulpa y la progresion de senescencia dependen de la temperatura a
la cual se encuentra la fruta. Mientras que las tasas de pérdida de agua resultan de
diferencias de presion de vapor entre la fruta y su ambiente, las cuales son controladas
por la temperatura de la fruta, humedad relativa y velocidad del aire en la atmésfera
circundante. En general la maxima vida poscosecha se alcanza justo sobre el punto de
congelacioén, el cual puede ser menor a -1°C para cultivos que presentan una alta
concentracion de sélidos solubles totales (Vendrell, M, 1995). Los azUucares, proteinas y
otros componentes sufren importantes modificaciones, siendo de gran importancia porque
influyen en los cambios que se producen durante el almacenamiento, transporte y
comercializacién de las frutas, afectando también en cierta medida su valor nutritivo.
Enzimas como la pectinmetilesterasa, poligalacturonasa (Aponte y Guadarrama, 2003;
Menéndez et al.,2006) determinados en maracuya amarillo, por ejemplo, ejercen una
actividad diferencial en cada estado de maduracion observdndose su méxima actividad en
los estados maduros y sobremaduros.

4.3. Planteamiento del problema

Aunque el deseo de los productores y exportadores de la Gulupa es consolidar y ampliar
los mercados internacionales colonizados hasta el dia de hoy diversos factores de la
poscosecha del producto han hecho que este deseo no pueda verse plenamente
materializado.
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Actualmente una cantidad bastante apreciable del producto exportado (se estima en un 15
%) es rechazada por los compradores por qué no cumple los criterios establecidos de
calidad; las fallas principales que se han visto son irregularidades en la coloracién y dafios
por efecto del cambio de la temperatura y de la humedad en el almacenamiento y
transporte ademas de dafos por agentes fitopatdgenos. Por supuesto estas pérdidas son
prohibitivas y es por esto que los productores y comercializadores requieren unificar
criterios que permitan realizar una aproximacién conjunta a la solucién pronta de estas
fallas y asi fortalecer la cadena productiva de la gulupa de exportacion.

De acuerdo a lo anterior se pens6 en un proyecto de estudio del comportamiento
fisiologico y bioquimico de la Gulupa en condiciones de almacenamiento con variacion en
los pardmetros de temperatura, empaque y madurez del fruto.

Asi el plan es trabajar con el fruto en tres estados de madurez: pintén (50% verde y 50%
parpura), 75% de madurez y maduro (100% puarpura); Asi mismo con tres temperaturas
controladas de almacenamiento: 4°Ctl °C, 8°Ctl °C (temperatura critica de
almacenamiento). Los frutos se empacan en bolsas tipo Xtend®.

Los ejemplares evaluados en las condiciones de refrigeracion se comparan directamente
con los que se encuentran a temperatura de 20°C+1 °C sirviendo estos Ultimos como
testigo y observando los diferencias en los cambios propios en la maduracién y la
senescencia del producto almacenado.

Pretende llegarse entonces a encontrar los parametros de temperatura de
almacenamiento y de madurez inicial para este mismo mas adecuados que permitan la
mejor conservacion de la Gulupa de exportacion.
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5

MATERIALES Y METODOS

5.1. Definiciones

Unidad experimental: Unidad de medicion constituida por dos bolsas cada una con cuatro
frutos utilizables para la extraccion de las muestras de pulpa, para ocho frutos en total.

5.2. Recoleccion y clasificaciéon

Se recolectaron frutos de Gulupa, provenientes de un solo sitio y sembrado bajo las
mismas condiciones, de tres estados de madurez clasificados de acuerdo al color de la
corteza: pintén (50% verde y 50% purpura), 75% de madurez y maduro (100% purpura),
caracterizandose dichos estados de madurez a través del uso de un colorimetro Hunterlab
gue reporta unidades LCH (Luminosidad, Croma y Hue) de acuerdo al estado de
maduracion del fruto. Los frutos recolectados se acondicionaron bajo los mismos
parametros que se hace comercialmente y luego se han empacado en bolsas Xtend®
repartidos de a cuatro frutos por bolsa todos con el mismo grado de madurez y
almacenandose luego a temperaturas de 4°C+1 °C; 8°C+1 °C y 20°C+1 °C.

Las frutas fueron proporcionadas por la empresa OCATI S.A. las cuales provenian de una
misma cosecha y fueron cultivados en la misma fecha. Los frutos provienen de la finca
Beltran, ubicada en la Vereda Agudelo del municipio Santa Sofia (Boyacd), a 2387 msnm
y una temperatura promedio de 16°C. Después de ser cosechados, fueron transportados
en frio (8-10°C) al punto de distribucién en Cota (Cundinamarca). Posteriormente, se
aplico el producto antimicético y fueron secados con ventiladores. Se refrigeraron a 10°C
y fueron almacenados en canastas y transportados a la planta de Vegetales del Instituto
de Ciencia y Tecnologia de Alimentos (ICTA) en la Universidad Nacional de Colombia,
sede Bogota, lugar donde fueron clasificados y adecuados para la experimentacion.

5.3. Clasificacion de acuerdo a color

Los frutos se caracterizaron determinando su grado de maduracién observando el color
de su corteza en dos rondas de medicion. En un primer término se hizo una
preclasificacion a simple vista clasificando los frutos cuyas diferencias de color eran mas
evidentes; de experiencias previas se tenia conciencia de los estados de madurez de
acuerdo a la tabla de colores presentada por Pinzon, I., et al (2007), en la cual todo el
proceso de maduracion es dividido en 7 etapas (de 0 a 6), siendo O el estado mas
inmaduro con una coloracion verde y 6 un estado sobremaduro de coloracion purpura
oscuro. De acuerdo a lo reportado por el mismo autor, el estado 0, son frutos 100 %
verdes, el estado 5 son frutos 100% purpura. De esta forma se seleccionaron frutos en el
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estado 3 que corresponden a un 40- 50% verde y 40-50% purpura; un segundo grupo
25% verde — 75% purpura; y un tercer grupo 100% purpura.

Seguido a esto se hizo una clasificacién definitiva utilizando un colorimetro. En los frutos
de color uniforme en toda su superficie se realizo una Unica medicién. Para los frutos
donde el color no era uniforme en toda su superficie sino que se evidenciaron manchas se
realizaron dos determinaciones de color.

Los frutos que estaban fuera de los intervalos de clasificacion fueron descartados del
ensayo.

Imagen 1. Tabla gréfica de estados de madurez de la Gulupa. Pinzon, I., et al 2007.

5.4. Tiempo de medicion

El ensayo cubrié un periodo de 4 semanas (entre septiembre y octubre del afio 2009)
haciéndose la extraccién de muestras dos veces por semana. Las muestras se evaluaron
a través de HPLC para determinar la presencia y el cambio de acidos funcionales de
interés (Acido ascorbico, acido malico, acido oxalico y &cido citrico). A deméas se tomaron
las muestras para el dia cero a 20 °C para los tres estados de madurez.

Cada dia de extraccion se tomaron tres unidades experimentales por estado de madurez,
por cada temperatura totalizando 27 unidades experimentales y 54 bolsas. Esto se
aprecia mejor en la tabla 3.
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Temperatura
Madurez 20 °C
50% 1 unid.
75% 1 unid.
100% 1 unid.
subtotal 3 unid.
total 3 unid.

Tabla 1. Namero de unidades experimentales examinadas el dia cero.

Temperatura
Madurez 4 °C 8 °C 20 °C
50% 3 unid. 3 unid. 3 unid.
75% 3 unid. 3 unid. 3 unid.
100% 3 unid. 3 unid. 3 unid.
subtotal 9 unid. 9 unid. 9 unid.
total 27 unid.

Tabla 2. Numero de unidades experimentales examinadas diariamente entre el dia 1 y el
dia 8.

Asi entonces se examinaran 27 unidades experimentales diariamente lo que es 54 bolsas.
En este punto hay que mencionar que algunos de los frutos alcanzaron su estado de
senescencia en la parte final del desarrollo de la experimentacién y estaban en tan malas
condiciones que se descartaron para realizar cualquier determinacion; es asi que en el dia
seis de experimentacién se descartaron los frutos de todos los estados de madurez a
temperatura ambiente y en los dias siete y ocho se descartaron también los frutos de
todos los estados de madurez almacenados a 4 °C.

unidades analizadas
Temperatura Dial-5 Dia 6 Dia 7 Dia 8
4 °C 9 (x5 dias) 9 ninguna ninguna
8 °C 9 (x5 dias) 9 9 9
20 °C 9 (x5 dias) | ninguna ninguna ninguna
Total 27 (x5 dias) 18 9 9

Tabla 3. Numero de unidades experimentales examinadas efectivamente en los dias de
experimentacion desde el dia uno en adelante.

Asi, en total se tuvieron muestras de 174 unidades experimentales.

En la siguiente tabla se encuentra la equivalencia entre los dias de experimentacién (dias
del 1 al 8) y los dias de seguimiento transcurridos desde el inicio del experimento.
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Dl transl?:lt?rsridos
Dia0 0
Dial 3
Dia 2 10
Dia 3 14
Dia 4 17
Dia5 21
Dia 6 25
Dia 7 28
Dia 8 31

Tabla 4. Dias de experimentacién y numeros de dias de seguimiento transcurridos.

En la seccién de discusion de resultados se explicaran de forma mas detallada las
razones por las cuales se descartaron los frutos a las temperaturas referidas en los dias
finales del experimento.

5.5. Determinacion de pérdida de humedad

La perdida de humedad para cada una de las unidades experimentales en todos los dias
de medicion fue registrada haciendo la diferencia entre los pesos inicial y registrado en el
dia de medicién, siendo esta diferencia la masa perdida hasta dicho dia.

5.6. Determinacion de cambios en Acidos por HPLC

La determinacion y cuantificacién del contenido de acidos organicos (acido citrico, acido
ascorbico, acido oxdlico y &cido malico) se hizo por cromatografia liquida de alta
eficiencia utilizando un equipo HPLC con detector UV-VIS (Hernandez et al., 2007 y
Barrera et al, 2008) realizando la extraccion de la muestra con una fase mévil de acido
fosférico 5 mM (Protocolo Laboratorio de Fisiologia Vegetal, Departamento de Biologia
Universidad Nacional, especificaciones técnicas de la columna).

Los tratamientos propuestos se distribuyeron en un disefio completamente aleatorizado
de una via (DCA) con arreglo factorial 3*2 y tres temperaturas de almacenamiento.
Se realiz6 un andlisis de componentes principales para determinar el grado de correlacion
existente entre las variables de respuesta evaluados.

5.7. Procedimiento de extraccion
5.7.1. Extraccioén de la muestra del fruto

En primer término se procede a destacar las unidades experimentales a evaluar. Se hace
la identificacion de cada unidad de acuerdo al estado de madurez inicial y a la
temperatura de almacenamiento que junto con el peso inicial se han registrado con
antelacion. Luego de esto cada bolsa es pesada y se procede a realizar el proceso de
extraccion. Los frutos son seccionados en dos mitades. El contenido interior (endocarpio,
pulpa) es entonces retirado separandolo por completo de la corteza para ser después
separado en jugo y semillas con ayuda de un filtro o exprimidor; el jugo es entonces
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colectado y depositado en recipientes cerrados cubiertos con papel aluminio y guardados
en congelacion a — 80°(Matta, Arjona, Garner y Silva, 2006).

2 bolsas de 4 frutos
Identificacion de la de una madurez inicial
unidad experimental a una temperatura de
almacenamiento

Pesado de las
bolsas de la unidad
experimental

Corte de los frutos
en mitades

Las cortezas se destinan
para evaluacion de
cambios de color

Extraccion
de la pulpa

Recoleccién
de la pulpa

Recoleccién de
las muestras
para HPLC

Analisis iniciales
fisicoquimicos

Figura 1. Extraccion de la muestra del fruto.

5.7.2. Extraccion de la muestra para el analisis por HPLC

Todo el desarrollo del procedimiento se realiza en condiciones de minima presencia de
luz. La muestra se retira del congelador y se procede a pesar en una balanza analitica
una cantidad cercana a 1,5 — 2,0 gramos en un tubo falcon de 15 ml; el tubo se recubre
con papel aluminio para evitar el contacto del material con la luz. Después se agregan 12
ml de Acido Orto fosforico 5 mM y se procede a homogenizar en Vortex durante un tiempo
de 15 minutos. Luego de esto la muestra es centrifugada a 6000 rpm y 4°C durante 30
minutos. El tiempo de separacion de las dos fases y la velocidad puede variar
dependiendo de la muestra a analizar. Al finalizar la centrifugacion se observa la clara
formacion de dos fases bien definidas (una fase liquida translucida y un precipitado
naranja); si esto no ocurre se centrifuga por otros 20 minutos mas.

Después de esto se retira con micropipeta el sobrenadante cuidando de no mezclar las
fases. Entonces se filtra cada muestra en un filtro pre-jeringa de PTFE de 0,45 um 6 0.2
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pum y 13 mm de diametro y el filtrado se introduce en los viales para ser llevados luego al
equipo de HPLC. Luego de esto se hace le analisis por HPLC de acuerdo al analito:

Para Acido ascoérbico en una muestra individual (lwase, 1., 2000)
Se hace el andlisis a una longitud de onda de A= 240 nm.

Para los demés é&cidos:
Para &cidos organicos, se hace el andlisis a una longitud de onda de A= 207 nm.

Se hace dos veces el analisis cada 100 muestras para calibrar el equipo (Comunicacion
personal).

Homogenizar + Licuadors
muestra « Extractor de jugos

4

l Pesar muestra
| (0.5-1,0g aprox.)

L
Adicionar fase extraccion
(12 ml/1.5 g de muestra)

T
‘ Homogenizar

Vortex por 10 min

Y
‘ Centrifugar

6.000 rpm / 4°C / 30 min

FILTRAR
Filtros PTFE, 0.45/0.2 um;13 mm

1

ANALIZAR POR HPLC

+ =240 nm, Vitamina C ‘ #= 210 nm, demas acidos

RID , para azucares

Figura 2. Procedimiento de extraccion y andlisis de muestras HPLC.

5.8. Preparacion de la fase movil
5.8.1. Célculos

La fase movil, en este caso Acido Fosforico 5 mM también se utiliza como solvente de
extraccion.
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Para preparar 1 litro (1000 mL) de solucién 5 mM de Acido O. fosférico:

179, 1000

C — _iml 1
H3P0s ™ 97.97g/mol (1)

CH3P04 = 17,35M

0,005M x 1000ml!

V1 =
17,35M

=0,286ml = 2864l (2)

Fase de limpieza de la columna (Acido sulfarico 5mM).
Segun las recomendaciones del equipo (ver anexo C) debe hacerse una corrida con la
fase de limpieza al finalizar cada ciclo de medicién.

Para preparar 1 litro (1000 mL) de solucion 5 mM de Acido Sulfrico:
Se dispone de A. Sulfarico 96 % p/p.

969 x1,84g
100g~ 1ml

98,08g/mol

x 1000

Ch,s0, =

CH2504 =18M

v, = %ﬂioooml =0,278ml = 278ul (4)

5.8.2. Procedimiento

a. Preparacion de la fase movil y de extraccion, solucién 5 mM de A. Fosférico
Se toman 286 ul de acido fosférico (17,35 M) con micropipeta y se llevan a 1000 mL con
agua tipo HPLC en un balén aforado previamente purgado con agua tipo HPLC.
Se pasa entonces esta solucion a un frasco de vidrio de 1000 mL previamente purgado
(2-3 veces) con la solucién preparada y se lleva luego a refrigeracion (se marca con el
nombre, la concentracion y la fecha de preparacion.

b. Preparacion de la fase de limpieza, soluciéon 5 mM de Hz3G
Se toman 278 pl de H2S04 al 96% y se llevan a 1000 mL con agua tipo HPLC en un
bal6n aforado previamente purgado con agua tipo HPLC.
Se pasa entonces esta solucion a un frasco de vidrio de 1000 mL previamente purgado
(2-3 veces) con la solucion preparada y se lleva luego a refrigeracion (se marca con el
nombre, la concentracion y la fecha de preparacion).
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5.9. Especificaciones del equipo

(Equipo HPLC Laboratorio de Fisiologia Vegetal, Departamento de Biologia Universidad
Nacional sede Bogotd)

Columna Rezex ROA-Organic Acid H+

Dimensiones 300 x 7.8 mm

Especificaciones:

Tamafio de particula: 8um

Resina de forma iénica: Hidrégeno

Soporte: Copolimero de divinilbenceno-estireno sulfonatado
Presion Maxima: 600 psi

Temperatura maxima: 85°C

pH: 1-3

Fase movil: #3353 5mM

CONDICIONES

Flujo 0.5 mL/min
Temperatura de horno 35°C

Para Acido Ascérbico:

Tiempo de corrida: 30 minutos

Tiempo de retencion: 20.96 min.
Longitud de Onda de Deteccién: 240 nm

Para otros Acidos:

Tiempo de corrida 30 minutos

Tiempos de retencion

Acido Oxalico: 13.73 min.

Acido Citrico: 16.93 min.

Acido Malico: 19.95 min.

Longitud de Onda de Deteccién: 207 nm

Mas informacion acerca de las especificaciones del equipo puede encontrarse en el
Anexo C.

5.10. Curvas de calibracion para acidos

El equipo de HPLC reporta al final de su operaciéon un grafico en donde se tienen
representados las diferentes sustancias por simas, cada una ubicada sobre el tiempo de
retencion de la sustancia en la columna (sobre el eje x) y con unas areas determinadas; el
area de cada domo o sima, esti directamente relacionada con la concentracion de la
sustancia en cuestion en la muestra analizada y para saber la ecuacién que relaciona
estas dos variables es necesario obtener una representacion grafica (una curva de
calibracién) que se construye a partir de concentraciones conocidas de la sustancia que
reportan unas areas determinados. Generalmente la relacion entre las variables
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concentracién y area es una ecuacion de la forma y = ax + b representada como una
recta. Para este caso lo es.

Para cada uno de los acidos evaluados se generaron curvas de calibraciéon haciendo
pasar varias muestras de concentracién conocida encontrando la relacién entre el area y
la concentracion. A continuacion se presentan estos resultados:

a. Acido Ascoérbico

ASCORBICO
Muestra CONCENTRACION AREA
N5 75,3 2681432
N4 57,12 1875550
N3 38,51 1209693
N2 19,9 658024
N1 1,28 92406
NO 0,5 26579
INTERCEPTO -10183,0
PENDIENTE 34291,0
r2 0,99400

Tabla 5. Datos de calibracion A. Ascorbico.

Area del Grafico
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40 a0 a0

Concentracion {ppm)

Gréfica 3. Concentracion vs. Area de gréfico, A. Ascérbico.
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b. Acido Citrico

CITRICO
Muestra CONCENTRACION AREA
N5 5330,507 12621636
N4 4072,643 8804043
N3 2817,862 6221994
N2 1563,081 3947192
N1 308,3 1567144
INTERCEPTO 57800,0
PENDIENTE 2148,1
r2 0,98779

Tabla 6. Datos de calibracién A. Citrico.
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Gréfica 4. Concentracion vs. Area de grafico, A. Citrico.

c. Acido Malico

MALICO
Muestra CONCENTRACION AREA
N5 1093,71 1472654
N4 840,47 1217870
N3 587,23 916819
N2 333,99 580255
N1 80,74 258138
NO 31,3 159865
INTERCEPTO 15441,0
PENDIENTE 1239,8
r2 0,996

Tabla 7. Datos de calibracién A. Malico.
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Gréfica 5. Concentracion vs. Area de grafico, A. Malico.

d. Acido Oxalico

OXALICO

Muestra CONCENTRACION AREA

N5 106,46 2019870

N4 81,39 1503789

N3 56,33 1125815

N2 31,26 621770

N1 6,2 235922

NO 1,6 119979
NTERCENPTO 97064,0
PENDIENTE 17808,0
r2 0,99748

Tabla 8. Datos de calibracién A. Oxalico.
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Grafica 6. Concentracion vs. Area de grafico, A. Oxalico.

La concentracidn que se determina a través de estas graficas es la concentraciéon de cada
acido en la fase de extraccidon; en este caso la fase de Acido Fosférico 5 mM. Esta
concentracion en ppm es mas especificamente para cada acido:

o Mg
Acido ign| 3 0 Acido

[ Fase extracaon] /lFase extraccion

Sin embrago, para obtener la concentracion de cada &cido en la muestra de fruta debe

tenerse en cuenta el volumen de fase de extraccion utilizado y el peso de la muestra:

g
[ACidOF . ] — MG icido % XMLEgse de extraccion % 1000 /Kg . mg[\cido/ (5)
ruta lFase de extraccion 1000ml/l XJFruta KgFruta

En donde:

XMlpgse de extraccion + El VOlumMen de fase de extraccién utilizado en ml, en este caso 12 mi
de Acido Fosférico 5mM.

¥@rwre . La masa de la muestra de fruta utilizada en gramos.

Ejemplo:

Una de las muestras analizadas el dia cero del experimento tenia las siguientes
caracteristicas:
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Dia de seguimiento 0

% de madurez inicial 50

Temperatura (C) 20
Masa muestra (Q) 1,9697
Area de gréfico 64727

Para obtener la concentracion en la fase de extraccién de Acido Ascorbico en esta
muestra se utiliza la ecuacién que aparece en la grafica 3, quedando:

£ . . 64727—(—10183) _ mgACido
[ACldOFase extraccic’)n] * 34291 - 2118 /l ., 6
Fase extraccién

Ahora bien, para conocer la concentracion de A. Ascorbico en la muestra de fruta se hace
uso de la ecuacion (1) asi:

10007/ 4

A i — MY icido 12mLFgse de extraccion
|Acidopyua] = 2,18 I o 1000ml/ * 19697
ase de extracciéon 1 ) JFruta
(7)

De esta forma se procedié para calcular las concentraciones de cada &cido en cada una
de las muestras analizadas.

— My jcido
13,3 /KgFruta
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6

RESULTADOS OBTENIDOS

6.1. Cambios de peso por pérdida de humedad

El empaque tipo Xtend permite cierta permeabilidad al vapor de agua lo que sumado a la
diferencia entre la presion parcial del agua en el medio ambiente PH20 y a la presién de
saturacion del agua en el fruto Psat siendo mayor esta ultima permite la transferencia de
masa (en este caso de agua) por la difusion de esta a través del empaque plastico por la
diferencia de concentracién existente entre el fruto y el ambiente que lo rodea.

La perdida de agua, va produciendo en la corteza del fruto una especie de “arrugamiento”
en donde el fruto pierde tamafio y su corteza se va arrugando; este fenbmeno no
compromete en gran manera, al menos hasta que el fruto entra claramente en el estado
de senescencia, el contenido nutricional del fruto y para este caso especifico el contenido
de acidos funcionales pero debido a que las caracteristicas sensoriales del producto se
ven claramente afectadas y desmejoradas es de gran importancia considerarlo.

Las siguientes graficas muestran los cambios y perdidas de peso en el transcurso del
ensayo para los tres estados de maduracién; los datos correspondientes a estas graficas
se encuentran en el anexo A.

Madurez de 50 %

14,0 - .
% perdida de masa
— d4 °C
12,0 - - a8 °C
020 °C
10,0 - ]
8,0 - -
6,0 -
40 - B
2,0 -
0,0 : |_ ;
0 10 14 28 31

17 21
DIA SEGUIMIENTO
Graéfica 7. Porcentaje de pérdida de masa (humedad) para los frutos almacenados con un
estado de madurez inicial de 50 %
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Graéfica 8. Porcentaje de pérdida de masa (humedad) para los frutos almacenados con un
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Gréfica 9. Porcentaje de pérdida de masa (humedad) para los frutos almacenados con un
estado de madurez inicial de 100 %
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Las pérdidas de masa paras los frutos con porcentajes de madurez iniciales de 75 y 100
% y temperatura de conservacion de 20 °C, eran cercanas al 30 % hacia el dia 21 (dia 5
de medicién) mientras las de los frutos con una madurez inicial de 50 % ya llegaban al 14
% hacia el mismo dia; estas pérdidas de masa son econémicamente insostenibles y por
esta razén no tenia caso continuar la experimentacién con estos frutos por lo que se
descartaron. Se hablara mas a fondo de esto en el Capitulo 7 de Andlisis de Resultados.
Se descartaron igualmente hacia el dia 25 (dia 6 de medicién) los frutos conservados a 4
°C debido a que se comenzaron a notar dafios en la corteza de los frutos ocasionados por
la baja temperatura de refrigeracién (dafios por frio) (Paull y Chen, 2008).

6.2. Acidos Funcionales
A partir de los datos provenientes de todas las unidades experimentales analizadas se
generaron las tablas consolidadas que expresan las valores de concentracion de cada

acido en las muestras en cada uno de los dias de seguimiento, para cada temperatura y
cada estado de madurez inicial.

a. 50 % de madurez inicial

o Maduracién Dia I?ia_ Temperatura Ascorbico Citrico Malico Oxalico
Seguimiento (°C) (mg/Kg) (mg/Kg) (mg/Kg) (mg/Kg)

50 0 0 13,31 37549,55 7135,52 233,13

50 1 3 4 64,04 35558,74 4841,81 276,69

50 2 10 4 18,37 33925,21 3967,86 234,59

50 3 14 4 39,21 30193,36 3630,54 201,38

50 4 17 4 4,48 23050,20 3647,33 255,12

50 5 21 4 4,49 26839,73 3301,55 236,18

50 6 25 4 4,43 26389,48 2763,96 205,20

o Maduracion Dia I?ia_ Temperatura Ascorbico Citrico Malico Oxalico
Seguimiento (°C) (mg/Kg) (mg/Kg) (mg/Kg) (mg/Kg)

50 0 0 13,31 37549,55 7135,52 233,13

50 1 3 8 20,52 42367,33 4597,37 257,21

50 2 10 8 18,31 39556,42 4000,91 250,25

50 3 14 8 17,03 34623,92 4513,34 208,40

50 4 17 8 5,49 33051,89 4469,99 207,14

50 5 21 8 5,31 31989,51 4644,71 229,45

50 6 25 8 36,28 34121,78 4148,33 247,20

50 7 28 8 5,10 28768,29 4902,40 233,63

50 8 31 8 24,16 29265,29 3976,82 235,40
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Whaduracion | Dl | g, D8 | Tomeamura | pecobieo | cleee | Mitco | oules
50 0 0 13,31 37549,55 7135,52 233,13
50 1 3 20 53,25 29231,11 6923,04 201,30
50 2 10 20 32,89 24551,82 6246,94 180,36
50 3 14 20 28,18 16854,53 3187,96 143,47
50 4 17 20 4,90 14913,44 3413,07 127,16
50 5 21 20 5,88 5049,72 1758,12 128,97

Tabla 9. Concentraciones para frutos de 50 % de madurez inicial
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Acido Ascorbico 50 % de madurez inicial
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0 3 10 14 17 21 25 28 31

Dia de seguimiento

Gréfica 10. Concentraciones de A. Ascorbico para frutos de 50 % de madurez inicial.
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Gréfica 11. Concentraciones de A. Citrico para frutos de 50 % de madurez inicial.
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Grafica 12. Concentraciones de A. Malico para frutos de 50 % de madurez inicial.
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Grafica 13. Concentraciones de A. Oxalico para frutos de 50 % de madurez inicial.

b. 75 % de madurez inicial

WMaduracion | Dl | g, D8 | Tomeamura | pecobieo | cleee | Mitco | oules
75 0 0 8,79 33582,38 6733,69 280,41
75 1 3 4 61,44 34088,60 4595,82 234,47
75 2 10 4 13,07 34249,26 3757,93 215,44
75 3 14 4 13,45 32817,59 3285,49 241,90
75 4 17 4 10,75 33217,67 3544,69 222,81
75 5 21 4 4,93 28243,30 3409,04 241,18
75 6 25 4 39,95 30443,34 3596,30 245,08
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o% Maduracion Dia I_)ia_ Temperatura Ascorbico Citrico Malico Oxalico
Seguimiento (°C) (mg/Kg) (mg/Kg) (mg/Kg) (mg/Kg)

75 0 0 8,79 33582,38 6733,69 280,41

75 1 3 8 15,66 30805,66 6456,84 204,17

75 2 10 8 17,70 30565,97 6260,03 211,71

75 3 14 8 28,06 24036,60 4365,36 186,19

75 4 17 8 6,17 23208,46 5388,89 217,94

75 5 21 8 571 24048,29 5864,27 225,86

75 6 25 8 22,36 18397,88 5062,59 175,73

75 7 28 8 5,95 19839,16 5493,83 184,16

75 8 31 8 9,45 19239,96 5062,35 202,51

o% Maduracion Dia I_)ia_ Temperatura Ascorbico Citrico Malico Oxalico
Seguimiento (°C) (mg/Kg) (mg/Kg) (mg/Kg) (mg/Kg)

75 0 0 20 8,79 33582,38 6733,69 280,41

75 1 3 20 43,69 29680,73 4562,29 214,44

75 2 10 20 25,07 20216,70 5099,23 187,38

75 3 14 20 15,74 19439,12 3205,56 187,65

75 4 17 20 6,90 16846,70 3211,30 194,43

75 5 21 20 5,10 11407,89 2531,04 155,72

Tabla 10. Concentraciones para frutos de 75 % de madurez inicial
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Grafica 14. Concentraciones de A. Ascorbico para frutos de 75 % de madurez inicial.
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Acido Citrico 75 % de madurez inicial
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Grafica 15. Concentraciones de A. Citrico para frutos de 75 % de madurez inicial.
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Gréfica 16. Concentraciones de A. Malico para frutos de 75 % de madurez inicial.
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Grafica 17. Concentraciones de A. Oxalico para frutos de 75 % de madurez inicial.



c. 100 % de madurez inicial

o Maduracion Dia I_Dia_ Temperatura Ascorbico Citrico Malico Oxalico
Seguimiento (°C) (mg/Kg) (mg/Kg) (mg/Kg) (mg/Kg)

100 0 0 36,77 20172,35 5602,19 161,34

100 1 3 4 61,96 29113,54 6419,73 215,64

100 2 10 4 29,72 29332,07 5782,27 211,52

100 3 14 4 20,77 27571,63 3610,92 199,33

100 4 17 4 6,11 28047,68 5008,47 217,05

100 5 21 4 4,68 24268,00 4452,56 214,86

100 6 25 4 16,42 23814,62 4167,18 215,50

% Maduracion Dia I?ia_ Temperatura Ascorbico Citrico Malico Oxalico
Seguimiento (°C) (mg/Kg) (mg/Kg) (mg/Kg) (mg/Kg)

100 0 0 36,77 20172,35 5602,19 161,34

100 1 3 8 24,49 25372,23 7509,82 232,58

100 2 10 8 12,78 23851,91 5582,77 209,27

100 3 14 8 10,66 23897,88 5626,36 191,63

100 4 17 8 9,34 23466,54 5901,60 212,25

100 5 21 8 5,94 24111,26 5956,26 223,23

100 6 25 8 29,04 19191,02 4817,82 194,28

100 7 28 8 2,07 15555,41 5035,27 178,50

100 8 31 8 25,45 21190,60 4142,39 182,33

o% Maduracion Dia I.Dia. Temperatura Ascorbico Citrico Malico Oxalico
Seguimiento (°C) (mg/Kg) (mg/Kg) (mg/Kg) (mg/Kg)

100 0 0 36,77 20172,35 5602,19 161,34

100 1 3 20 57,90 22630,75 6726,23 179,42

100 2 10 20 32,29 20725,77 5535,77 200,40

100 3 14 20 30,71 14185,72 2246,78 130,69

100 4 17 20 2,75 8495,38 1740,53 137,19

100 5 21 20 2,58 7998,48 2019,63 134,07

Tabla 11. Concentraciones para frutos de 100 % de madurez inicial.
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Gréfica 18.

Concentraciones de A. Ascorbico para frutos de 100 % de madurez inicial.
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Grafica 19. Concentraciones de A. Citrico para frutos de 100 % de madurez inicial.
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Grafica 20. Concentraciones de A. Malico para frutos de 100 % de madurez inicial.
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Gréfica 21. Concentraciones de A. Oxalico para frutos de 100 % de madurez inicial.

Las observaciones y analisis de las graficas y tablas anteriores se hacen en el siguiente
capitulo.



7

ANALISIS DE RESULTADOS

Peso y humedad

Como ya se ha explicado de alguna forma en el capitulo de resultados, debido a la gran
pérdida de masa (incluso del 30 %) como agua evaporada que permeo el empaque de
experimentacion, se descartaron los frutos almacenados a 20 ° C (Temperatura Ambiente)
para el dia 6 (transcurridos 25 dias). Teniendo en cuenta la diferencia existente entre la
humedad relativa (H) del ambiente, y la actividad de agua (aw) del fruto favorable a esta
ultima, existe gradiente de concentracion de agua que permite a esta por un fendmeno de
transferencia de masa conocido como difusion salir al exterior (yendo del punto de mayor
concentracion al de menor concentracién y en este caso hacia el ambiente); en exterior
del fruto, el aire en movimiento va arrastrando el agua que sale del fruto lo que permite
que el gradiente de concentracién se mantenga, fendmeno conocido como conveccion.
Todo lo anterior, depende de la temperatura en que se encuentra el fruto, la humedad
relativa y flujo y velocidad del aire que se generan en el exterior (Diaz-Perez, J., et. al.,
2000). Entre mayor sea el gradiente, se va a generar una pérdida mayor de agua en el
tiempo lo cual se puede ver por una reduccion en el peso total (Pachén, L., et. al., 2006).
Las razones de esto son las siguientes: si bien el contenido nutricional puede no verse
mayormente afectado la gran pérdida de agua no es nada rentable para el productor y el
comercializador; El contenido de agua en estas frutas es de 80 % aproximadamente
(Pinzoén et al, 2007) viéndose reducido a cerca del 57 % en el caso de los frutos que se
encontraban a 20 °C con una pérdida del 30 % del peso del fruto. La temperatura de 20
°C por supuesto no es la adecuada para el almacenamiento de los frutos; ademas, el
arrugamiento de la corteza hace el producto menos atractivo al consumidor. También a
partir del dia 7 (transcurridos 28 dias de seguimiento) se descartaron los frutos
almacenados a 4 °C porque se comenzaron a evidenciar dafios en la corteza en forma de
manchas oscuras y otras alteraciones, lo que concuerda con Pruthi, (1963) que indica que
hay dafos por frio significativos por debajo de 6,5 °C; estos dafios provocan que aquellos
productos pierdan parte de su precio por su desmejoramiento sensorial. Debe tenerse en
cuenta que este proyecto tiene como principal finalidad el encontrar la temperatura y el
estado de madurez inicial optimo para el almacenamiento de Gulupa que permita el
menor cambio en todas sus propiedades durante el mayor tiempo posible mas que
simplemente ver un cambio de &cidos a través del tiempo en determinadas condiciones.

Concentracion de Acidos

La concentracion de todos los acidos decrece muy rapidamente en los frutos que fueron
almacenados a 20 °C, temperatura ambiente local; a esta temperatura las reacciones
internas en el fruto no se detienen, produciéndose la descomposicion de los acidos de
interés en el fruto (Shiomi et al. 1996). Independientemente del estado de madurez inicial,
el decrecimiento de la concentracion de acidos es muy alto por lo que como ya era de
suponerse el almacenamiento a la temperatura ambiente sea completamente inadecuado
(ademas de las enormes pérdidas de humedad sefaladas antes. Con respecto a las
diferencias en la concentracion de &cidos entre los tres estados de madurez evaluados, a
nivel general y como ya ha sido estudiado (Guzman y Segura, 1989) (Shiomi, 1996) a
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nivel general el contenido de los acidos es menor cuando el estado de madurez es mayor;
esta tendencia tiene su excepcion en el caso del acido ascorbico donde la concentracion
de este aparece mayor en el caso del estado de madurez del 100 % con respecto a los
otros dos en el dia de inicio del experimento.

Acido Ascorbico

El comportamiento del &cido ascoérbico fue moderadamente errético. Es posible atribuir la
disminucion de su contenido en las muestras analizadas, como el resultado del efecto del
tratamiento o eventualmente considerar que algunos niveles se vieron afectos por la
termosensibilidad de los extractos, En todos los casos el contenido de A. Ascérbico se
elevd por encima de 60 mg/Kg hacia el dia 3 para luego decrecer en el resto del tiempo
de la evaluacion; esto, para la condicion de 4° C especialmente. Esta respuesta indica un
aumento de la actividad metabdlica en los frutos, durante el periodo de poscosecha. En
las otras dos condiciones también se presenté un aumento en todos los estados de
madurez. En general a °8 C, el contenido de acido disminuyo mas rapidamente para
hacerse no detectable hacia el dia 21; No se descarta, que en la condicién de 4 °C la
respuesta del contenido de 4cido ascdrbico, también pueda verse influido por el efecto de
un posible dafio por frio (Pruthi, 1963), teniendo en cuenta el caracter tropical de la
gulupa.

Acido Citrico

Para el A. Citrico, la concentracion de este es superior para el estado de madurez inicial
de 50, luego de 75 y la més baja de 10 %. A 4 °C la concentracién de &cido decrece
levemente con el tiempo terminando ligeramente por debajo de los valores iniciales para
los estados de madurez de 50 y 75 % en el dia de seguimiento 25 ultimo para esta
temperatura; en cuanto a las muestras de madurez inicial de 100 % se presenta un
aumento pero luego el mismo comportamiento que en los otros dos casos. A 20 °C se
presenta el decrecimiento ya enunciado y como esta es una tendencia general para todos
los acidos no se hablara mas de esta temperatura.

A 8 °C para 50 y 100 % de madurez inicial se ve un aumento de la concentracion y luego
un decrecimiento leve pero sostenido (mas regular en el caso de 50 %); para 75 % de
madurez inicial, hay un decrecimiento un poco mayor. La concentracién de A. Citrico se
mantiene menor que a 8°C que ha 4 °C excepto para 50 % de madurez inicial que deja los
valores mas altos al final del experimento (cerca de 30000 mg/Kg).

Para este acido en particular, esta temperatura (8°C) y este estado de madurez inicial (50
%) parecen ser los que ofrecen mejores resultados. Seguiria el estado de madurez de 75
% a la misma temperatura de almacenamiento con resultados menos satisfactorios
aunque sustancialmente mejores que los de 100 % de madurez inicial a 8 °C.

No hay que decir que el contenido de Acido Citrico en la Gulupa es verdaderamente
significativo en comparacion con los otros acidos (entre 30 y 50 veces mas que la
concentracion de A. Ascérbico por ejemplo).

Acido Malico

Para el Acido Malico se presentan algunos comportamientos vistos en los otros dos

acidos. La concentracion a 4 °C permanece inferior a la concentracion a 8 °C e incluso en
algunos de los dias iniciales de seguimiento para una madurez inicial de 50 y 75 %
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inferior a la concentracion a 20 °C; puede inferirse como una temperatura de
almacenamiento tan baja puede llegara a favorecer la descomposicion del A. Malico.

En general a 8 °C de temperatura de almacenamiento puede verse un leve descenso en
la concentracion de acido un poco mayor para 50 % de madurez inicial que termina con
valores de 5000, 4000 y 3000 mg/Kg de A. Mélico para los estados de madurez inicial de
75, 50 y 100 % respectivamente. En este caso, para el A. Malico, la temperatura de
almacenamiento de 8 °C y el estado de madurez inicial de 75 % parecen ser los mas
satisfactorios por dos razones: tiene la menor perdida de concentracion de acido y termina
con el mayor contenido de e.ste; El estado de madurez de 50 % le seqguiria y el de 100 %
es poco recomendable.

Acido Oxalico

Para este acido, como para el A. Citrico se observa un aumento en la concentracion hacia
el dia tres de seguimiento, seguido de un leve descenso en el resto del experimento en
los estados de madurez inicial de 50 y 100 %; este comportamiento se da a las tres
temperaturas de almacenamiento. Las concentraciones de A. Oxalico para las
temperaturas de 4 y 8 °C permanecen muy cercanas a lo largo del experimento (esto
claro, hasta el dia 25 de seguimiento cuando se descartan los frutos almacenados a 4 °C)
siendo ligeramente superior la concentracion a 4 °C para 50 % de madurez inicial y
ligeramente superior a 8 °C para 75 y 100 % de madurez inicial. A pesar de las
fluctuaciones que se observan en medio de la grafica, a 8 °C y 50 % de madurez inicial se
termina con la concentracion mas elevada (mas de 230 mg/kg) con una pérdida
practicamente nula. Como en casos anteriores los resultados a 75 % de madurez inicial y
8 °C son algo menos satisfactorios y para 100 % de madurez inicial mas pobres aun.

Variables recomendables

De lo consultado en la literatura se sabe que la Gulupa puede ser almacenada por un
tiempo de alrededor de 30 dias a una temperatura cercana a 8 °C (Paull y Chen, 2008),
variables que son las mas recomendables. Esta combinacién tiempo temperatura puede
verse confirmada en este trabajo al ver los resultados de pérdida de humedad y descenso
en la concentracion de los cuatro 4cidos analizados.

Ahora el analisis lleva hacia establecer el porcentaje de madurez inicial en el fruto en el
momento de ser almacenado

De los andlisis hechos para el A. Citrico y el A. Oxdlico se encuentra que la mayor
concentracion y el menor decrecimiento de esta para cada acido se tienen para una
madurez inicial de 50 %; En el caso del A. Ascérbico también se tiene la concentraciéon
mas alta para este estado de madurez inicial (teniendo en cuenta lo sefialado para este
acido) y en el caso del A. Malico aunque el estado de madurez inicial de 75 % ofrece un
resultado mas satisfactorio , 50 % de madurez inicial esta cerca también.

De lo anterior podemos ver que un estado de madurez inicial de 50 % en los frutos
combinado a una temperatura de almacenamiento de 8 °C conserva el contenido de
acidos mas satisfactoriamente.

Lo anterior debe unirse a la determinacién de otras variables que den una panorama mas
amplio en cuanto a la conservacion de otros sustancias claves nutricionalmente y
sensorialmente también; sin embargo, para los alcances de este trabajo se ha encontrado
una combinacion, estado de madurez inicial — temperatura de almacenamiento — tiempo
gue permiten la mejor conservacioén de los acidos preponderantes en la Gulupa.
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Futuros ensayos

Este proyecto como se menciono al inicio este englobado en uno mucho mayor que
pretende un completo estudio de todas las variables implicadas e implicables en el
almacenamiento de la Gulupa para ser exportada. Al pensar en cudles son las variables
gue deben estudiarse en el futuro, la primera deberia ser la pérdida de masa en forma de
agua; aun a 8 °C esta es bastante significativa y deberia pensarse en un medio de
disminuirla a niveles mas aceptables. La modificacién en la permeabilidad del empaque
Xtend disminuyendo la capacidad del agua de pasar a través de este (el coeficiente de
difusion) es una primera medida, lo cual en la actualidad ya se esta estudiando en este
grupo de trabajo. Establecer una atmosfera modificada con una concentracién de vapor
de agua igual a la actividad de agua aw en el fruto es una segunda medida que debe
examinarse en profundidad para no incurrir en problemas microbioldgicos que afecten el
fruto (este tema ya estd siendo abordado en muchas partes y es posible encontrar
bastante literatura al respecto).
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CONCLUSIONES

El contenido de acido citrico es el de mayor abundancia en la Gulupa, mientras el
contenido de acido ascérbico es el menos de los acidos presentes de la fruta y el
gue experimenta mayor degradacién por su sensibilidad a las condiciones
ambientales.

La combinacién de la temperatura de almacenamiento de 8 °C y el estado de
madurez inicial de 50 % son las que permiten la mejor conservacion de los acidos
estudiados en los frutos de gulupa analizados, siendo el tiempo de conservacion
de 31 dias.

Un estado de madurez inicial de 75 % ademas de una temperatura de
almacenamiento de 8 °C aun permite una conservacion de los acidos estudiados
aceptable, mientras que un estado de madurez inicial de 100 % no es
recomendable, ya que la duracion de la fruta es muy corta.
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A.1. Madurez de 50%

A

TABLAS DE CAMBIO DE PESO

% Maduracion Dia Segulijli?iento Temperatura (°C) | A masa (g) | % peso perdido
50 0 0 0,16 0,1
50 2 10 4 2,07 1,25
50 3 14 4 1,37 0,83
50 4 17 4 2,03 1,23
50 5 21 4 2,15 1,30
50 6 25 4 1,96 1,19
% Maduracion Dia Segulijli?iento Temperatura (°C) | A masa(g) | % peso perdido
50 0 0 0,16 0,10
50 2 10 8 4,11 2,49
50 3 14 8 4,62 2,80
50 4 17 8 4,45 2,70
50 5 21 8 2,15 1,30
50 6 25 8 7,25 4,39
50 7 28 8 8,68 5,26
50 8 31 8 4,13 2,50
% Maduracién Dia Seguli)rLaiento Temperatura (°C) | A masa(g) | % peso perdido
50 0 0 0,16 0,10
50 2 10 20 12,68 7,68
50 3 14 20 19,10 11,58
50 4 17 20 21,23 12,87
50 5 21 20 16,96 10,28
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A.2. Madurez de 75%

Dia

[} e 1 0
%o Maduracion Dia Seguimiento Temperatura (°C) | A masa (g)
75 0 0 0,11
75 2 10 4 1,82
75 3 14 4 2,72
75 4 17 4 4,02
75 5 21 4 3,03
75 6 25 4 5,17
‘. . Dia
o, (]
%o Maduracion Dia Seguimiento Temperatura (°C) | A masa (g)
75 0 0 0,11
75 2 10 8 3,90
75 3 14 8 4,62
75 4 17 8 5,19
75 5 21 8 8,83
75 6 25 8 11,11
75 7 28 8 9,54
75 8 31 8 10,09
‘s . Dia
0, 0,
% Maduracién Dia Seguimiento Temperatura (°C) | A masa (g)
75 0 0 0,11
75 2 10 20 12,17
75 3 14 20 21,90
75 4 17 20 19,15
75 5 21 20 27,81
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A.3. Madurez de 100%

Dia

% Maduraciéon Dia Seguimiento Temperatura (°C) | A masa (g)
100 0 0 0,14
100 2 10 4 2,43
100 3 14 4 3,11
100 4 17 4 2,86
100 5 21 4 3,77
100 6 25 4 4,18

% Maduracion Dia Seguli)ri'?iento Temperatura (°C) | A masa (g)
100 0 0 0,14
100 2 10 8 4,77
100 3 14 8 6,58
100 4 17 8 6,32
100 5 21 8 6,68
100 6 25 8 8,99
100 7 28 8 10,01
100 8 31 8 10,39

% Maduracion Dia Seguli)ri:iento Temperatura (°C) | A masa (g)
100 0 0 0,14
100 2 10 20 13,15
100 3 14 20 17,68
100 4 17 20 21,48
100 5 21 20 27,40
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B

TABLA DE RESULTADOS PARA CADA UNIDAD EXPERIMENTAL

Se analizaron 174 unidades experimentales en 9 dias de medicion contando el dia cero;
cada unidad esta identificada por un codigo, explicado de la siguiente forma:

% Estado de madurez (50, 75 y 100 %)
Unidad (1, 2y 3)

y—o\ﬂ% 8
\_

Dia de medicion (del 0 al 8)
Temperatura de almacenamiento
(4,8y20°C)

Diagrama de cddigo de identificacion.

En este caso el cédigo informa que se trata de la unidad 3, extraida el dia 2 (10 dias de
seguimiento del experimento), estado de madurez inicial de 75 % y temperatura de
almacenamiento de 8 °C.
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MUESTRA ?;er:::; Tr f:": citrico Tr 16,8 min malico Tr ]I‘-:I’: oxalico Tr 13,6 min
Ndmero | peso (g) Cédigo Area ((ri:)gn/cl-.) (:;?I((:.g) Area (ﬁ?;/ci) (r:‘;?:(:.g) Area (ﬁ:)gn/cl-.) (:;?I((:.g) Area (ﬁ?;/ci) Conc. (mg/Kg)

1 1,9697 10050201 64727 2,18 13,31 13297546 6370,67 38812,04 | 1467590 1059,15 6452,65 | 778523 38,27 233,13
2 1,9056 10075201 37662 1,40 8,79 11513403 5473,65 34468,80 | 1341217 957,22 6027,85 | 890036 44,53 280,40
3 1,9549 10100201 195210 5,99 36,77 7117005 3263,24 20031,12 | 1146976 800,56 4914,15 | 565115 26,28 161,33
4 1,6079 11050201 271693 8,22 61,35 9034538 4227,33 31549,19 | 1265411 896,08 6687,58 | 620758 29,41 219,47
5 1,5243 11050202 320083 9,63 75,82 9162362 4291,60 33785,44 | 1261688 893,08 7030,72 | 543576 25,07 197,39
6 1,682 11050203 98312 3,16 22,57 7024728 3216,84 22950,12 942040 635,26 4532,21 | 563920 26,22 187,03
7 1,9092 11050081 202453 6,20 38,97 7174536 3292,16 20692,41 695710 436,59 2744,10 | 521711 23,85 149,88
8 1,7175 11050082 0,30 2,07 13083546 6263,08 43759,50 | 1035105 710,33 4962,98 | 1026201 52,17 364,54
9 11050083
10 1,7104 11050041 540632 16,06 112,70 -2210,23 -873,77 -38,24
11 1,6318 11050042 249715 7,58 55,74 | 11081187 5256,34 38654,28 911031 610,25 4487,71 | 741128 36,17 265,96
12 1,5736 11050043 315133 9,49 72,34 9460554 4441,52 33870,26 726201 461,18 3516,87 | 768240 37,69 287,41
13 1,7406 11075201 507220 15,09 104,02 | 9305811 4363,72 30084,24 | 1437956 1035,25 7137,17 | 650986 31,10 214,44
14 1,6222 11075202 29094 1,15 8,47 -315,03 -2330,40 1202825 845,60 6255,22 | 508447 23,10 170,88
15 1,6557 11075203 363195 10,89 78,92 354794 -136,65 -990,39 364455 169,41 1227,84 | 284248 10,51 76,18
16 1,9021 11075081 65560 2,21 13,93 7308687 3359,61 21195,17 | 1268503 898,57 5668,94 | 586070 27,46 173,24
17 1,4161 11075082 26663 1,07 9,11 9095522 4257,99 36082,12 868231 575,73 4878,75 | 601002 28,30 239,80
18 1,5087 11075083 64803 2,19 17,39 9636993 4530,23 36032,85 | 1132447 788,84 6274,31 | 543633 25,08 199,45
19 1,9323 11075041 304573 9,18 57,00 | 13254910 6349,24 39430,13 | 1029697 705,96 4384,19 | 867389 43,26 268,63
20 1,6154 11075042 249254 7,57 56,20 9578836 4500,99 33435,61 723667 459,13 3410,68 | 568836 26,49 196,79
21 1,5418 11075043 303155 9,14 71,12 8665414 4041,74 31457,32 726527 461,44 3591,45 | 641578 30,58 237,98
22 1,5325 11100201 213234 6,52 51,02 4333553 1863,78 14594,04 814999 532,80 4172,00 | 367823 15,20 119,05
23 1,5986 11100202 313800 9,45 70,92 8213348 3814,45 28633,45 | 1366594 977,69 7339,10 | 636299 30,28 227,30
24 2,1002 11100203 300474 9,06 51,76 9007996 4213,98 24077,62 | 1523224 1104,02 6308,09 | 695190 33,59 191,91
25 1,4447 11100081 144989 4,53 37,59 6120061 2762,00 22941,76 | 1190470 835,64 6940,98 | 694196 33,53 278,52
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26 1,6402 11100082 43227 1,56 11,40 | 7379917 3395,42 24841,53 | 1171867 820,63 6003,89 | 577514 26,98 197,38
27 1,5106 11100083 31798 1,22 9,73 7558234 3485,08 27684,98 | 1238057 874,02 6943,08 | 697324 33,71 267,76
28 1,8067 11100041 324459 9,76 64,82 | 6943177 3175,84 21093,75 | 1137788 793,15 5268,03 | 592744 27,83 184,87
29 1,5742 11100042 255723 7,75 59,11 | 9146975 4283,86 32655,52 | 1150131 803,10 6121,97 | 657129 31,45 239,74
30 1,5675 11100043 424029 12,66 96,94 | 9541004 4481,97 34311,72 | 1030939 706,97 5412,18 | 614193 29,04 222,30
31 1,6797 12050201 15364 0,74 5,32 6865743 3136,91 22410,49 | 1084171 749,90 5357,39 | 600367 28,26 201,91
32 1,4397 12050202 128612 4,05 33,74 | 7038779 3223,91 26871,49 | 967884 656,11 5468,71 | 479319 21,46 178,91
33 1,9167 12050203 165284 5,12 32,04 | 8267037 3841,45 24050,38 | 1239227 874,96 5477,92 | 552909 25,60 160,26
34 1,4108 12050081 157448 4,89 41,58 | 5508115 2454,32 20876,02 | 365256 170,06 1446,47 | 310832 12,00 102,10
35 1,4939 12050082 3677 0,40 3,25 2198090 790,12 6346,76 176188 17,56 141,08 185490 4,97 39,89
36 1,7927 12050083 41507 1,51 10,09 | 7959015 3686,58 24677,28 | 521389 295,99 1981,28 | 485493 21,81 146,00
37 1,6751 12050041 10876 0,61 4,40 7696011 3554,35 25462,47 | 584365 346,78 2484,25 | 607495 28,66 205,33
38 1,6315 12050042 28354 1,12 8,27 10536972 | 4982,72 36648,87 | 668401 414,56 3049,17 | 654873 31,32 230,39
39 1,4047 12050043 63560 2,15 18,37 | 10222021 | 4824,37 41213,37 | 703778 443,09 3785,23 | 655816 31,38 268,04
40 1,4228 12075201 19052 0,85 7,19 4776998 2086,73 17599,67 | 1017993 696,52 5874,54 | 533964 24,53 206,92
41 1,4091 12075202 135339 4,24 36,14 | 4829472 2113,12 17995,46 | 746071 477,20 4063,91 | 498045 22,52 191,75
42 1,6198 12075203 54587 1,89 13,99 | 6786041 3096,84 22942,36 | 882356 587,13 4349,62 | 489960 22,06 163,45
43 1,8009 12075081 76584 2,53 16,86 | 9544305 4483,63 29875,92 | 1186897 832,75 5548,92 | 651133 31,11 207,32
a4 1,5972 12075082 perdido perdido perdido perdido

45 1,9319 12075083 92209 2,99 18,55 | 11022337 | 5226,75 32465,96 | 1257831 889,97 5528,03 | 716599 34,79 216,09
46 1,5428 12075041 perdido perdido perdido perdido

47 1,5302 12075042 8150 0,53 4,19 3498767 1444,07 11324,55 196529 33,97 266,39 | 242628 8,17 64,10
438 1,952 12075043 62701 2,13 13,07 | 12025367 | 5731,05 35231,87 | 773344 499,20 3068,86 | 721143 35,04 215,44
49 1,8156 12100201 65002 2,19 14,49 | 5717568 2559,63 16917,59 | 1026720 703,56 4650,12 | 675354 32,47 214,63
50 1,453 12100202 123896 3,91 32,29 | 6070793 2737,23 22606,13 | 932405 627,49 5182,32 | 648484 30,96 255,73
51 1,7019 12100203 17993 0,82 5,79 6652093 3029,49 21360,76 | 913690 612,40 4317,99 | 603190 28,42 200,39
52 1,6457 12100081 49940 1,75 12,78 | 6031690 2717,57 19815,75 | 852150 562,76 4103,52 | 414027 17,80 129,78
53 1,7695 12100082 12951 0,67 4,58 972770 174,06 1180,37 132049 -18,04 -122,32 62175 -1,96 -13,29
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54 2,0622 | 12100083 | 20705 0,90 524 | 10181990 | 4804,24 | 27956,02 | 1345981 | 961,06 | 5592,46 | 737506 | 35,96 209,27
55 1,4039 | 12100041 | 11128 0,62 531 | 6498514 | 2952,27 | 25234,91 | 869885 577,07 | 4932,55 | 584037 | 27,35 233,74
56 12100042

57 1,424 12100043 | 110739 3,53 29,72 | 8478876 | 3947,95 | 33269,28 | 850232 561,22 | 4729,35 | 497111 | 22,46 189,30
58 1,3269 | 13050201 | 49110 1,73 15,64 | 4756283 | 2076,32 | 18777,48 | 442680 232,50 | 2102,68 | 420672 | 18,17 164,34
59 1,6772 | 13050202 | 92912 3,01 21,51 | 3354155 | 1371,36 | 9811,79 | 280804 101,94 | 729,37 | 280679 | 10,31 73,77
60 1,4969 | 13050203 | 192553 5,91 47,40 | 5364307 | 2382,02 | 19095,63 | 519566 294,52 | 2361,01 | 524246 | 23,99 192,30
61 1,1992 | 13050081 | 29009 1,14 11,44 | 8789876 | 4104,32 | 41070,57 | 640834 392,33 | 392587 | 451928 | 19,93 199,40
62 1,6449 | 13050082 | 48982 1,73 12,59 | 9651841 | 4537,70 | 33103,74 | 782489 506,58 | 3695,62 | 634290 | 30,17 220,08
63 1,8449 | 13050083 | 132476 4,16 27,06 | 10167474 | 4796,94 | 31201,32 | 1092102 | 756,30 | 4919,27 | 660288 | 31,63 205,71
64 1,6742 | 13050041 | 312753 9,42 67,50 | 11677479 | 5556,14 | 39824,20 | 686310 429,00 |3074,93 | 626734 | 29,74 213,18
65 1,5379 | 13050042 | 204857 6,27 48,93 | 10215511 | 4821,10 | 37618,28 | 581776 344,69 | 2689,58 | 549158 | 25,39 198,09
66 1,6714 | 13050043 | 177070 5,46 39,21 | 9091519 | 425598 | 30556,26 | 611063 368,31 | 2644,35 | 575392 | 26,86 192,84
67 1,8021 | 13075201 | 106967 3,42 22,75 | 5190799 | 2294,78 | 15280,73 | 647692 397,86 | 2649,29 | 547536 | 25,30 168,44
68 1,7956 | 13075202 | 34608 1,31 8,73 | 6940874 | 3174,68 | 21216,41 | 673322 418,53 | 2797,03 | 615903 | 29,13 194,71
69 1,669 13075203 | 206106 6,31 4535 | 6329384 | 2867,24 | 2061526 | 476705 259,95 | 1869,00 | 591928 | 27,79 199,80
70 1,7641 | 13075081 | 172838 5,34 36,31 | 7488184 | 3449,86 | 23467,09 | 821059 537,69 | 3657,52 | 428849 | 18,63 126,73
71 1,8725 | 13075082 | 226449 6,90 44,22 | 8284697 | 3850,33 | 24674,99 | 849426 560,57 | 3592,41 | 446398 | 19,62 125,71
72 1,7181 | 13075083 7716 0,52 3,65 | 1888357 | 634,39 4430,88 | 203951 39,96 279,07 | 133393 2,04 14,25
73 1,4796 | 13075041 | 25779 1,05 8,51 | 8749921 | 4084,23 | 33124,33 | 517703 293,01 | 237643 | 628211 | 29,83 241,90
74 1,7074 | 13075042 | 79580 2,62 18,40 | 7517156 | 3464,42 | 24348,77 | 489667 270,40 | 1900,44 | 494433 | 22,31 156,83
75 1,5731 | 13075043 | 215919 6,59 50,30 | 8132903 | 3774,01 | 28789,07 | 502399 280,67 | 2141,02 | 475969 | 21,28 162,30
76 1,7551 | 13100201 | 164882 5,11 34,91 | 5380961 | 2390,39 | 16343,64 | 539288 310,42 | 2122,43 | 538581 | 24,79 169,51
77 1,5341 | 13100202 6349 0,48 3,77 | 1429440 | 403,66 3157,49 | 122198 25,98 | -203,24 | 144358 2,66 20,77
78 1,5001 | 13100203 | 218940 6,68 53,45 | 5594739 | 2497,88 | 19981,68 | 508002 285,19 | 2281,36 | 546238 | 25,22 201,77
79 1,3402 | 13100081 0,30 2,66 | 427557 | -100,07 | -895,98 59392 76,64 | -686,22 | 230132 7,47 66,91
80 13100082

81 1,6627 | 13100083 | 17239 0,80 5,77 | 9495156 | 445892 | 32180,80 | 981996 667,49 | 4817,40 | 569895 | 26,55 191,62
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82 1,7474 13100041 206221 6,31 43,34 8211286 3813,42 26188,05 978777 664,89 4566,06 | 584445 27,37 187,95
83 1,6124 13100042 18227 0,83 6,17 4290250 1842,01 13708,82 521936 296,43 2206,11 | 334430 13,33 99,20
84 1,4135 13100043 41559 1,51 12,81 7415170 3413,15 28976,14 | 818233 535,41 4545,37 | 539039 24,82 210,70
85 1,5595 14050201 11674 0,64 4,90 4221102 1807,24 13906,32 565381 331,47 2550,57 | 491691 22,16 170,51
86 1,5303 14050202 0,30 2,33 10596103 | 5012,45 39305,61 904617 605,08 4744,80 | 793657 39,12 306,73
87 14050203

88 1,8352 14050081 0,30 1,94 5186333 2292,54 14990,45 660218 407,96 2667,56 | 494295 22,31 145,85
89 1,4096 14050082 11931 0,64 5,49 8397819 3907,20 33262,21 824776 540,68 4602,88 | 566594 26,37 224,45
90 1,5539 14050083 0,30 2,29 5997228 2700,24 20852,60 | 730269 464,46 3586,79 | 676089 32,51 251,09
91 1,6501 14050041 10925 0,62 4,48 8826228 4122,60 29980,70 637270 389,45 2832,20 | 625547 29,68 215,81
92 1,3689 14050042 7524 0,52 4,53 5465397 2432,85 21326,72 625850 380,24 3333,24 | 640174 30,50 267,35
93 1,8566 14050043 0,30 1,92 5839958 2621,17 16941,72 783745 507,59 3280,78 | 874540 43,66 282,18
94 1,7945 14075201 12413 0,66 4,41 4877970 2137,50 14293,68 509132 286,10 1913,18 | 509782 23,18 154,98
95 1,7942 14075202 15447 0,75 5,00 5838684 2620,53 17526,65 678362 422,59 2826,40 | 664751 31,88 213,20
96 1,7463 14075203 46123 1,64 11,28 5539557 2470,13 16973,94 628015 381,99 2624,88 | 654473 31,30 215,09
97 1,39 14075081 24259 1,00 8,67 8814659 4116,78 35540,54 502255 280,55 2422,05 | 506616 23,00 198,54
98 1,4709 14075082 0,30 2,42 11475174 | 5454,43 44498,68 | 1156034 807,86 6590,76 | 726337 35,34 288,28
99 1,6928 14075083 7537 0,52 3,66 7090576 3249,95 23038,39 937476 631,58 4477,20 | 516593 23,56 167,00
100 1,5848 14075041 0,30 2,25 8721932 4070,16 30818,96 595856 356,05 2695,97 | 608727 28,73 217,55
101 1,4412 14075042 9219 0,57 4,71 8699359 4058,81 33795,24 667459 413,80 3445,46 | 544526 25,13 209,21
102 1,6958 14075043 71183 2,37 16,79 | 10869675 | 5149,99 36442,94 | 737366 470,18 3327,16 | 705209 34,15 241,65
103 1,7235 14100201 0,30 2,07 206530 -211,19 -1470,45 27562 -102,31 -712,35 | 679150 32,69 227,58
104 1,9143 14100202 0,30 1,86 -315,03 -124,54 -5,45

105 1,6629 14100203 2883 0,38 2,75 7500862 3456,23 24941,23 900873 602,06 4344,66 | 551059 25,49 183,97
106 1,6684 14100081 43010 1,55 11,16 6351055 2878,13 20701,04 | 840624 553,47 3980,82 | 568844 26,49 190,54
107 1,732 14100082 27012 1,08 7,52 7263455 3336,87 23119,18 | 1185301 831,47 5760,74 | 652943 31,21 216,27
108 1,7331 14100083 0,30 2,06 8151074 3783,14 26194,52 | 1157951 809,41 5604,35 | 688411 33,21 229,92
109 1,7462 14100041 0,30 2,04 8230796 3823,23 26273,46 905711 605,96 4164,22 | 629524 29,90 205,47
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110 1,7323 14100042 30448 1,18 8,21 9344878 4383,36 30364,45 925106 621,61 4305,99 | 684809 33,00 228,62
111 1,4547 14100043 6470 0,49 4,01 8785965 4102,35 33840,81 | 1342585 958,33 7905,34 | 666208 31,96 263,64
112 1,9577 15050201 0,30 1,82 2716437 1050,73 6440,61 491523 271,90 1666,64 | 650843 31,10 190,61
113 1,8029 15050202 0,30 1,98 -315,03 -124,54 -5,45

114 2,0242 15050203 23819 0,99 5,88 2798155 1091,82 6472,59 626272 380,58 2256,18 | 686733 33,11 196,30
115 1,7087 15050081 14085 0,71 4,97 10169980 | 4798,20 33697,22 810774 529,39 3717,85 | 699953 33,85 237,75
116 1,7478 15050082 16716 0,78 5,39 8550163 3983,80 27351,85 794569 516,32 3544,94 | 598896 28,18 193,47
117 1,483 15050083 13494 0,69 5,59 9552388 4487,69 36313,09 799117 519,99 4207,60 | 662930 31,78 257,12
118 1,9193 15050041 7765 0,52 3,27 10276999 | 4852,01 30336,12 652035 401,36 2509,41 | 778874 38,29 239,37
119 1,9893 15050042 0,30 1,79 10540418 | 4984,45 30067,57 610946 368,22 2221,20 | 841750 41,82 252,25
120 1,8033 15050043 12965 0,68 4,49 8721849 4070,12 27084,45 722906 458,52 3051,21 | 677529 32,60 216,90
121 1,6503 15075201 14786 0,73 5,29 3118189 1252,72 9109,06 395579 194,51 1414,39 | 484385 21,75 158,15
122 1,747 15075202 0,30 2,04 3531689 1460,62 10032,89 532129 304,65 2092,61 | 429504 18,67 128,23
123 1,9482 15075203 17117 0,80 4,90 4506338 1950,65 12015,11 518896 293,98 1810,75 | 619744 29,35 180,78
124 1,8954 15075081 20398 0,89 5,65 8006637 3710,52 23491,76 | 1163860 814,17 5154,63 | 988011 50,03 316,74
125 1,799 15075082 20504 0,89 5,97 7893910 3653,85 24372,52 | 1186002 832,03 5549,97 | 715699 34,74 231,72
126 1,8423 15075083 18911 0,85 5,53 8099468 3757,20 24472,87 | 1296727 921,34 6001,23 | 698521 33,77 219,99
127 1,8949 15075041 14582 0,72 4,57 9698739 4561,27 28885,58 727490 462,22 2927,13 | 888762 44,46 281,53
128 2,0115 15075042 11601 0,64 3,79 10559151 | 4993,87 29791,92 723745 459,20 2739,43 | 822868 40,76 243,14
129 1,8048 15075043 22969 0,97 6,43 8827181 4123,07 27414,06 608805 366,49 2436,78 | 629695 29,91 198,86
130 1,8807 15100201 0,30 1,89 2950807 1168,57 7456,16 430038 222,31 1418,45 | 432490 18,84 120,18
131 1,9392 15100202 88026 2,86 17,72 2636725 1010,65 6254,05 519135 294,17 1820,35 | 596596 28,05 173,58
132 1,9098 15100203 3890 0,41 2,58 2783558 1084,48 6814,19 391459 191,19 1201,33 | 404443 17,26 108,45
133 1,8768 15100081 30817 1,20 7,64 8350449 3883,38 24829,83 | 1051674 723,69 4627,17 | 715782 34,74 222,14
134 1,8738 15100082 28472 1,13 7,22 9495370 4459,02 28556,04 | 1436595 1034,15 | 6622,80 | 812196 40,16 257,17
135 2,0086 15100083 6823 0,50 2,96 7074441 3241,84 19367,74 | 1091334 755,68 4514,65 | 664510 31,86 190,37
136 1,842 15100041 11579 0,63 4,13 7789166 3601,18 23460,48 848775 560,04 3648,48 | 684463 32,98 214,88
137 1,872 15100042 18756 0,84 5,41 8792445 4105,61 26318,01 858069 567,54 3638,06 | 709701 34,40 220,52
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138 1,8816 15100043 13960 0,70 4,49 7902870 3658,35 23331,33 914075 612,71 3907,58 | 681101 32,80 209,16
139 1,7643 16050081 484234 14,42 98,07 | 10753923 | 5091,80 34632,18 679735 423,70 2881,83 | 740788 36,15 245,86
140 1,6776 16050082 163723 5,07 36,28 | 10910751 | 5170,65 36986,03 706570 445,34 3185,59 | 742018 36,22 259,06
141 1,8042 16050083 190702 5,86 38,96 | 10508539 | 4968,42 33045,72 912713 611,61 4067,91 | 730773 35,58 236,68
142 1,4438 16050041 104671 3,35 27,84 9687882 4555,82 37865,21 526930 300,46 2497,21 | 672519 32,31 268,57
143 1,473 16050042 8457 0,54 4,43 7120601 3265,05 26599,14 394778 193,87 1579,37 | 478798 21,44 174,63
144 1,6536 16050043 103728 3,32 24,11 7752112 3582,55 25998,22 420451 214,57 1557,14 | 520080 23,75 172,38
145 1,7454 16075081 146370 4,57 31,39 | 4697959 2047,00 14073,53 913115 611,93 4207,18 | 445404 19,56 134,48
146 1,502 16075082 85803 2,80 22,36 | 4558660 1976,96 15794,61 767091 494,16 3948,00 | 443158 19,43 155,27
147 1,5311 16075083 150893 4,70 36,81 5554745 2477,77 19419,51 864381 572,63 4487,97 | 542818 25,03 196,18
148 16075041

149 1,7518 16075042 189781 5,83 39,95 9474559 4448,56 30473,08 600285 359,62 2463,43 | 734191 35,78 245,07
150 1,5196 16075043 205333 6,28 49,63 8451744 3934,31 31068,55 637394 389,55 3076,21 | 681776 32,83 259,28
151 1,5348 16100081 164247 5,09 39,77 5302070 2350,73 18379,43 815351 533,08 4167,96 | 565183 26,29 205,52
152 1,7357 16100082 133837 4,20 29,04 5903300 2653,01 18341,97 967011 655,40 4531,23 | 543567 25,07 173,34
153 2,1135 16100083 250751 7,61 43,20 7500243 3455,92 19621,98 911395 610,55 3466,56 | 736758 35,92 203,95
154 1,6414 16100041 141615 4,43 32,36 7007989 3208,43 23456,27 731236 465,24 3401,29 | 611334 28,88 211,12
155 1,5966 16100042 193363 5,94 44,61 8429064 3922,91 29484,48 738797 471,34 3542,56 | 664363 31,86 239,43
156 1,5946 16100043 64658 2,18 16,42 6901435 3154,85 23741,53 657291 405,60 3052,29 | 560743 26,04 195,94
157 1,3536 17050081 13433 0,69 6,11 -315,03 -2792,83 756339 485,49 4303,96 | 516273 23,54 208,69
158 1,815 17050082 27076 1,09 7,18 9208126 4314,61 28526,32 813837 531,86 3516,44 | 730729 35,58 235,26
159 1,7793 17050083 0,30 2,00 9413473 4417,85 29794,97 962579 651,83 4396,09 | 775523 38,10 256,94
160 1,8708 17075081 0,30 1,90 7155805 3282,74 21056,73 | 1294444 919,50 5897,99 | 570063 26,56 170,37
161 1,6373 17075082 23047 0,97 7,10 5464015 2432,15 17825,57 851427 562,18 4120,30 | 552649 25,58 187,50
162 1,9115 17075083 16060 0,77 4,80 6859210 3133,62 19672,24 | 987664 672,06 4219,07 | 649056 31,00 194,59
163 1,8 17100081 0,30 1,98 5103242 2250,76 15005,08 | 1156041 807,87 5385,78 | 681551 32,82 218,81
164 1,656 17100082 0,30 2,15 4638710 2017,21 14617,44 689201 431,34 3125,62 | 436699 19,07 138,20
165 17100083
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166 1,6837 18050081 236788 7,20 51,33 9241835 4331,55 30871,68 717259 453,97 3235,49 | 764500 37,48 267,12
167 1,5233 18050082 94969 3,07 24,16 7779780 3596,47 28331,64 646980 397,28 3129,65 | 585498 27,43 216,06
168 1,7538 18050083 209327 6,40 43,80 9164110 4292,47 29370,34 | 719139 455,48 3116,54 | 677498 32,59 223,01
169 1,5921 18075081 30867 1,20 9,02 5803742 2602,96 19619,06 911083 610,30 4599,93 | 588420 27,59 207,96
170 1,4798 18075082 77151 2,55 20,65 5261159 2330,16 18895,74 | 708361 446,79 3623,11 | 565875 26,33 213,48
171 1,7162 18075083 38240 1,41 9,87 5561800 2481,32 17349,83 939309 633,06 4426,49 | 571003 26,61 186,09
172 1,6501 18100081 180143 5,55 40,36 6199663 2802,02 20377,08 590175 351,47 2555,96 | 473686 21,15 153,80
173 1,5349 18100082 101454 3,26 25,45 5644857 2523,07 19725,65 681289 424,95 3322,34 | 512950 23,35 182,58
174 1,746 18100083 192276 5,90 40,58 7072866 3241,04 22275,22 891706 594,67 4087,06 | 642767 30,64 210,61
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ESPECIFICACIONES DEL EQUIPO

'

Table 9 RPM Mor haride RHM Monosaccharide ROA Orgapic Acid. RFQ Fast Acid RCU Sugar Alcohols s
Part R 00H-0135-K0 00H-0132-K0 00H-0138-K0 00D-0223-K0 006-0130-D0 E |Q
lonic Form Lead Hydrogen Hydrogen Hydrogen Calcium g =<
Standard Dimensions 300 x 7.8 mm 300 x 7.8 mm 300x 7.8 mm 100 x 7.8 mm 250 x 4.0 mm g =
Matrix Sutfonated Styrene Divinyl Benzene S
Cross Linking 8% 8% 8% 8% 8% = -
Particle Size (um) 8 8 3 8 3 S B
Min. Efficiency (p/m) (based on last peak) 35,000 35,000 50,000 (Acetic Acid) 30,000 12,000 S J'UI%
Typical Pressure (psi @ Max Flow Rate) 350 350 350 350 350 3 [w]
Max, Pressure (psi @ Max Flow Rate) 600 600 600 600 600 E| ()
Max. Flow Rate (mL/min)~ 06 06 ) 06 10 0.4 Z [e]
Max. Temperature (°C) 85 85 8s 85 85 = =
Typical Mobile Phase Water Water 0.005N H,50, 0.005N H,50, Water = =
pHRange Neutral Newral 13 13 Neutral ol =
GuardColumnPartNo.  03B-0135K0  03B-0132KD  (03B-0138-K0 _ 03B-0223-K0 03A-0130-D0 [ OO
* Make sure the maximum pressure is nol exceeded - o o =
Table 9 (continued) RPM Mano: haride RHM Monosaccharide ROA Organic Acid RFQ Fast Acid RCU Sugar Alcohols >0
Cleaning, Regeneration and Storage . o s e, o g~ 5 ,Q
Organic Modifiers (Max) Ml Upto 10 % Methanol, IPA, EOH, Acetonitrile e e =
Inorganic Modifiers (May) . 5 % Lead Nitrate 58 HNO,, H,P0, 5 % HNO,, H,P0, 5 % HNO,, H,P0, é WC" CaS0,, Ca(ND,),, % g
> s — - aC, [0
Avoid ) '>10 % Methanol, Acids,  >10 % Methanol, Acids,  >10 % Methanol, Acids,  >10 % Methanol, Acids,  >10 % Methanol, Acids, b 2
A Bases, Non-Lead Bases, Salts, Metal lons  Bases, Salts, Metal lons,  Bases, Salts, Metal lons,  Bases, Non-Calcium Salts = O
Sal‘s/Metal lons pH>3 pH>3. or Metal lons O3
Clezning Sokent 100-YeWater———— — 100 % Water——— —— 100% Water 100 % Water o0 Water - >3
Flow Rate{mL/min) 06 06 05 06 0.2 8 o
Temperature (°C) 85 85 Ambient Ambient 85 = @
Duration (hrs) 12 12 12 12_ 12 > %
Regeneration Soivent 0.1 MPbNO,), 0.025 M H,S0, 0.025 M H,S0, 0.025 M H,50, 0.1 M Ca (NO,), ’3_> =<
Flow Rate (mL/min) 02 0.2 0.2 0.2 0.2 < O]
Temperature (°C) 85 85 Ambient Ambient 85 @0
uatonhrs) 416 16 416 416 4-16 o
Ship/Storage Salvent Water Water ~ 0.005 N H,S50, 0,005 N H.S0, Water
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Certificate:
of Quality Assurance

Part No.: 00H-0138-K0 Serial No.: 408488-49
Description: Rezex ROA-Organic Acid H+ (8%) Column Size: 300 X 7.8 mm

Measured Parameters Based on the ACETIC ACID Peak

Efficiency: 84360 plates/meter k Factor: 1.128
Peak Asym.: 1.09 | Ret. Time: 18.58 minutes
120+ 8
= = =
! o
100+ - o
[=2] w
3 = |
=

17.08

Response - Millivoits
H
=
7
- — 873
e ———_

ek J\J L U L
| : | 1 ] | | i
0 2 4 6 g 10 12 14 16 18 20 22 24
Time - Minutes

Test Analytes
Peak Analyte Time Area k Factor  Width Eff. Asym.

1 Oxalic acid 8.73 452596 0.000 0.156 17342 ha2

2 Citric acid 10.39 820017 0.190 0.194 15851 1.1

3 Tartaric acid 11.00 1224114 0.260 0.185 19527 1.06

4 Succinic acid 15.15 1259654 0.735 0.258 19020 1.11

B Formic acid 17.08 874704 0.956 0.242 27374 0.98

8 Acetic acid 18.58 1579261 1.128 0.274 25308 1.09
Testing Condition
Mobile Phase: 0.005N H2S04 Temperature: AMBIENT
Flow Rate: 0.5ml Injection: 10 pl
Detection: 210 NM Back Pressure: 499 psi

Checked By: \\J = Instrument:  QCQ08

. Tested: Saturday, September 01, 2007
Approved By: / Printed: Saturday, September 01. 2007
™~
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