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Resumen

En la bisqueda de fuentes no convencionales para la obtencion de compuestos volétiles se ha recurrido a la
biotecnologia vegetal. Este estudio describe el efecto de diferentes concentraciones de dcido naftalén-acético
(ANA), usado en la induccién de callos de Solanum quitoense Lam., sobre la produccién de compuestos
volatiles. A partir de callos cultivados durante 30, 40 y 50 dias se evalud, por cromatografia de gases
acoplada a espectrometria de masas (CGAR-EM), la composicién voldtil de los compuestos extraidos
mediante microextraccién en fase sélida (MEFS) o extraccion liquida-liquida; los resultados muestran la
presencia de 30 compuestos volatiles, en los que se destacan notas sensoriales a verde y dulce.

Palabras clave: Callos, Solanum quitoense Lam., Compuestos volatiles, Lulo, Naranjilla.

Abstract

Vegetal biotechnology has been used, in the non-conventional sources search, in order to obtain volatiles
compounds. This study describes the naphthaleneacetic acid (NAA) different concentrations effects, on
the callus from Solanum quitoense Lam. induction, in the volatile organic compounds production. The
volatile composition was analyzed by a gas chromatography, coupled to a mass spectrometry on a callus
cultured during 30, 40 and 50 days, in which were subject to a solid phase micro extraction (HS-SPME) or a
liquid-liquid extraction, in which 30 volatile compounds were identified. Green and sweet sensorial notes
were detected in the callus cultures.
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1. Introduccion

La composicion volatil de tejidos de Solanum qui-
toense Lam. ha sido estudiada por varios autores
debido a su atractivo aroma, constituido por distin-
tos compuestos de tipo monoterpénico, alcoholes,
aldehidos, lactonas, acidos, hidrocarburos alifaticos
y éteres aromdticos, entre otros [1, 2]; como com-
ponentes mayoritarios, en conjunto proporcionan un
placentero y exquisito aroma al fruto del lulo, impor-
tante en la industria de alimentos, aromas y fragan-
cias [3]; sin embargo, la obtencién natural de este
aroma involucra una cantidad apreciable de materia
prima, lo cual no hace rentable este proceso.

En la bisqueda de nuevas alternativas para la ob-
tencion de aromas, se ha estudiado la posibilidad de
usar la biotecnologia vegetal como fuente alternati-
va en la produccion de metabolitos secundarios. Se
debe destacar que para la produccién de compues-
tos voldtiles a partir de cultivos in vitro es necesario
monitorear la biosintesis de estos compuestos, para
favorecer las condiciones idéneas para su produc-
cioén en altos rendimientos, asi como una excelente
eleccion de las metodologias analiticas que permi-
ten una extraccién eficiente de los componentes de
interés [4].

Actualmente, existen estudios sobre la obtencion y
caracterizacion de volatiles en diferentes especies de
plantas cultivadas in vitro, entre otras, Citrus sinensis
(L)) [4, 5], Zataria multiflora Boiss [6], Agastache
rugosa Kuntze (Korean mint) [7], Carum copticum
[8], Salvia officinalis L. [9], Rosadamascena Mill
[10], Santolina chamaecyparissus [11], Mentha pipe-
rita [12], Thymus vulgaris L. [13], Camellia sinensis
[14] y Plectranthus ornatus Codd [15]; sin embargo,
no existen trabajos relacionados en frutos tropicales
en la obtencién de volétiles por cultivos de tejidos
vegetales. Por lo tanto, se realiz6 el estudio de la ca-
racterizacion volatil producida por cultivos de callos
de lulo, por medio de dos métodos de extraccion: Ex-
traccién Liquido-Liquido (ELL) y Microextraccién
en Fase Solida (MEFS).

2. Experimental

2.1. Cultivo de callos

Los callos del lulo, Solanum quitoense Lam., su-
ministrados por el Laboratorio Bioplasma-UPTC),
fueron obtenidos de explantes tomados de hojas, pe-
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ciolos y tallos procedentes de pldntulas mantenidas
en condiciones in vitro. Los explantes se cultivaron
en medio MS (Murashige y Skoog, 1962), al cual se
le adicionaron 3.0 g/L de sacarosa, 6.5 g/LL de agary
0.5, 1.0 0 2.0 mg/L de ANA (4cido naftalén-acético).
El pH del medio se ajustd a 5.6 con NaOH o HC1
(0.5-1.0 N), y se esterilizé en autoclave a 121 °C y
15 PSI de presion durante 20 minutos. Los cultivos se
incubaron en oscuridad continua a 23 °C. Los callos
se colectaron después de 30, 40 y 50 dias de haber
sido transferidos a medio fresco, y se agruparon asi:
C1: Callos,procedentes de peciolos, colectados des-
pués de 30 dias; C2: procedentes de hojas y tallos,
colectados después de 40 dias, y C3: procedentes de
hojas, tallos y peciolos, colectados después de 50
dias.

2.2. Analisis de la biomasa

2.2.1.  Microextraccion en fase solida (MEFS)

Los callos de cada tratamiento (C1, C2y C3) se
colocaron en viales de 300 mL, cerrados herméti-
camente con septas. La extraccién de volétiles por
MEEFS se realizé con una fibra de polidimetilsiloxano
(PDMS) (100uM) bajo las siguientes condiciones:
tiempo de equilibrio: 1 hora; temperatura: 25 °C;
tiempo de muestreo: 2 horas; tiempo de desorcién: 5
minutos; temperatura de desorcién: 200 °C.

2.2.2.  Extraccion liquido-liquido (Extraccion L-L)

Para el andlisis de los compuestos voldtiles pro-
ducidos por los callos se prepard una suspension
homogénea de 10 g de biomasa fresca en 20 mL de
agua destilada a temperatura ambiente. La suspen-
sién se centrifugé a 12.000 rpm durante 5 minutos,
luego de lo cual se sometié a ELL durante 72 horas,
utilizando una mezcla de pentano-diclorometano 1:1
v/v como solvente. El extracto obtenido fue seca-
do con sulfato de sodio anhidro y concentrado a un
volumen aproximado de 200 ul para el posterior ana-
lisis por cromatografia de gases de alta resolucion
acoplada a espectrometria de masas (CG-EM).

3. Cromatografia de gases acoplada a espectro-
metria de masas (CG-EM)

Se utiliz6 un cromatégrafo de gases Hewlett Pac-
kard 5890 serie II equipado con un detector selectivo
de masas HP 5970. La introduccién de la muestra
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se hizo en modo splittless con una columna en silica
fundida con fase estacionaria DB-Wax (25 m x 0.25
mm d.i., df = 0.25 wm). La temperatura en el horno
fue programada asi: 50 °C durante 4 minutos y lue-
go calentamiento hasta 200 °C a una velocidad de 4
°C/min. La temperatura del inyector y del detector
se mantuvo en 200 °C. Los espectros de masas se
tomaron en el modo de impacto electrénico con una
energfa de ionizacién de 70 eV, y la temperatura de
la interfase se mantuvo en 200 °C. El intervalo de
masas para la adquisicion fue 30-350 uma.

4. Resultado y discusion

4.1. Cultivo de callos

El medio MS facilit6 la viabilidad de los tejidos
utilizados como explantes primarios, y las diferentes
concentraciones de ANA promovieron el proceso de
diferenciacién y divisién celular. El grado de com-
pactacién de la biomasa necesaria se logré con la
aplicacién de ANA en el medio de cultivo, observan-
dose la formacién de callos-masas y con crecimiento
continuo a una concentracién de 1 mg/L. La pro-
duccién de biomasa fue méds abundante a partir de
explantes de tallo que de hoja y peciolo. En presencia
de 0,5 mg/L de ANA, la diferenciacion fue lenta y
los callos obtenidos fueron compactos; al aplicar 2,0
mg/L se observé una diferenciacién celular rdpida y
la proliferacién mds activa que en las anteriores. El
crecimiento de la biomasa disminuy6 drdsticamente
entre los 20 y 30 dias en los tres tratamientos.

4.2. Analisis de la biomasa

El aislamiento de los volatiles de las masas celula-
res es un proceso bastante complejo; la metodologia
SPME es usada en este tipo de estudios [4], sin em-
bargo, los cromatogramas obtenidos por esta técnica
demostraron que no existe una adsorcion selectiva
con el tipo de fibra empleada (PDMS, 100 uM), pre-
sumiblemente debido a que no pueden retener ana-
litos pequefios C2-C9, compuestos similares a los
encontrados por extraccién liquido-liquido (ELL),
usando una mezcla de pentano-diclorometano.

El andlisis de los extractos obtenidos por ELL per-
mitié la deteccion de 30 compuestos, de los cuales
fueron identificados 22 con base en los criterios cro-
matogréficos (indice de Kovatz) y espectrales (ana-
lisis de los espectros de masas), y en su respectiva
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comparacién con trabajos realizados en tejidos in
vivo de lulo [1, 3, 16]. En la tabla 1 se presenta la
identidad de los compuestos detectados, asi como
los indices de retencién experimentales y las concen-
traciones relativas de los constituyentes volatiles en
cada uno de los grupos C1, C2 y C3 colectados en
30, 40 y 50 dias de cultivo.

En general, los cultivos celulares in —vitro (callos)
presentan notas sensoriales a verde con un ligero olor
a notas dulces, debido, posiblemente, a la mezcla de
diferentes compuestos orgdnicos, como alcoholes,
obtenidos en mayor proporcion (10 compuestos), se-
guidos por cetonas y, en baja concentracidn, ésteres
(lactonas) y dcidos carboxilicos.

En las tres fracciones de biomasas (C1, C2 y C3)
se observaron diferencias en la produccién y tipo
de los constituyentes volatiles presentes. En C1, por
ejemplo, se obtuvieron 19 compuestos, y en C2 y C3
hubo menor produccién de los volatiles, debido a un
bajo estado de desarrollo de las biomasas celulares y
a los periodos de estrés causados por la disminucién
de nutrientes del medio de cultivo, que son indis-
pensables para el desarrollo de todos los procesos
metabdlicos.

De los compuestos volatiles identificados en las
tres fracciones (C1, C2 y C3) es de importancia des-
tacar la presencia de (E)-2-butenol, derivado de la
B-oxidacion de los dcidos grasos por reacciones de
biotransformacién ocurridas en las rutas biosintéti-
cas, obtenido en la fraccion C2, asi como el mono-
terpeno hotrienol, proveniente de su intermediario
glicosidico R-(-)-2,6-dimetil-3 (E), 7-octadien-2,6-
diol 6-O-B-D-glucopiranosido [3, 16], debido a su
gran contribucidn en el aroma caracteristico del fruto
de Solanum quitoense Lam., tal como fue estableci-
do en estudios previos de la pulpa y cascara del fruto
de lulo [17].

Los resultados obtenidos con callos de Solanum
quitoense Lam. permiten corroborar que las células
indiferenciadas son incapaces de sintetizar y acumu-
lar compuestos voldtiles al igual que en la planta
intacta [11]. Aunque el cultivo de tejidos vegetales
aprovecha la totipotencia celular, segiin la cual las cé-
lulas en cultivo in vitro podrian producir los mismos
metabolitos que la planta entera [18], los perfiles
aromaticos de los callos de Solanum quitoense Lam.
analizados son diferentes al perfil que se producen
en los cultivos in vivo, segtn lo reportado en la li-



A. M. Duarte et al. / Revista Ciencia en Desarrollo, Vol. 5 No. 1/ Enero-Junio de 2014, pp. 49-54

Tabla 1. Compuestos volatiles obtenidos por ELL produccidos in vitro por callos de Solanum quitoense Lam.

N.° Compuesto TR IR ID Ref.
Cl 1 2-metil-1-propanol 733 1149 a,b [3]
2 Acetato de etilo 10,17 1241 b
3 3-hidroxi-2-butanona 11,00 1287 a,b [3]
4 (E)-2,4-Hexadienol 14,50 1364 a,b [3]1, [17]
5 (E)-2-hexenol 15,53 1392 a,b [3], [17]
6 Sin identificar 25,11 1683
7 (Z)-6-nonenol 27,14 1759 b
8 Sin identificar 34,34 2016
9 y-dodecalactona 40,20 2263 a,b [3]
10 Sin identificar 40,42 2271
11 Sin identificar 4091 2256
12 Sin identificar 41,28 2304
13 Acido 3-hidroxi-tetradecanoico 42,31 2343
14 n-hexadecanal 43,02 2369
15 Acido benzoico 44,32 >2400 a,b [31, [1]
16 6-hidroxi-2-hexanona 4492 >2400 a,b [31, [1]
17 Trietil citrato 45,00 2013 a,b
18 Vainillina 40,05 2257 a,b [3], [1]
19 1- octadecanol 51,08 >2400 b
c2 20 (E)-2-Butenol 7,33 1149 a,b
21 Alcohol bencilico 30,57 1878 a,b [3], [1]
22 Trietil citrato 45,74 2013 a,b
23 Acido n-octadecenoico 47,17 >2400 a,b
24 Sin identificar 34,22 2014
C3 25 2-metil-3-butenol 5,15 1085 a,b
26 (E)-2-Butenol 729 1155 a,b
27 Sin identificar 18,82 1488
28 Hotrienol 22,16 1591 a,b [16], [3]
29 3-metil-2-propenil ester 2240 1598 b
30 Sin identificar 23,68 1642

TR: Tiempo de retencién. IR: Indice de retencién experimental medido sobre columna Carbowax.
ID: Identificacién por a. Comparado con espectros de masas y b. Comparado con indices de retencién
de la literatura. Ref.: Compuestos volatiles reportados en la literatura la literatura en diferentes partes de

la planta de Solanum quitoense Lam.

teratura [1, 2, 3, 16]. De hecho, la mayoria de los
compuestos identificados en los cultivos de callos
de Solanum quitoense Lam. no se presentan en los
tejidos in vivo; observaciones similares encontradas
en cultivos in vitro de Santolina chamaecyparissus L.
y Carum copticum [8, 11] sugieren que algunos pro-
cesos de diferenciacion celular son requeridos para
la sintesis y acumulacién de compuestos voldtiles.

Se ha reportado que la produccién controlada de
metabolitos secundarios en tejidos o células cultiva-
das en condiciones in vitro presenta algunas dificul-
tades debido a la inestabilidad de las lineas celulares
o callogénicas (grado de diferenciacién que alcan-
zan las células cultivadas in vitro), las cuales pueden
causar bajos rendimientos en la produccién de com-
puestos volatiles, comparados con los rendimientos
en la planta intacta [19, 20].

Siendo el aroma parte del metabolismo secunda-
rio, su produccidn en cultivos in vitro estd asociada
a la induccién de diferenciacién morfoldgica o crea-
cién de sitios de acumulacioén artificial. La falta de
diferenciacién celular hace que la célula siga dife-
rentes caminos metabdlicos y que no existan sitios
de almacenamiento de compuestos; en consecuencia,
habr4 una ripida metabolizacién de los monoter-
penos, pues buena parte de estos compuestos son
responsables de toxicidad celular [21]; esto ha si-
do discutido en cultivos celulares de Pelargonium
fragans, donde se ha demostrado que toleran mono-
terpenos en el medio hasta una concentracién de 0,1
g/L [21]. Quiz4 esta es la causa de la poca cantidad
de monoterpenos encontrados en las distintas fases
celulares de los callos de lulo.

También debe tenerse en cuenta que la biosintesis
de algunos metabolitos secundarios es afectada por
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el tipo de explante usado y por los reguladores utili-
zados en la preparacién de los medios de cultivo y
sus concentraciones especificas [22], lo cual puede
explicar en parte, las diferencias encontradas entre
Cl1, C2 y C3, indicando que las dos tltimas presen-
taron menor cantidad de compuestos voldtiles y, por
tanto, bajos niveles de acumulacién, condiciones que
no permitieron la deteccién por microextraccion en
fase sélida. Esta técnica es especialmente ttil para
la deteccién de monoterpenos libres, y podria ser
una herramienta ttil para el seguimiento in situ de la
produccién de este tipo de compuestos [5, 23].

El hecho de que las células individuales en estados
fisiolégicos diferentes respondan de manera diferen-
cial al medio que las rodea, lo cual, a menudo, lleva
a la variabilidad en la produccién de metabolitos, en
vez de ser una dificultad representa una oportunidad
para producir lineas celulares de alto rendimiento
del compuesto de interés [24]; la ventaja solo es po-
sible si se logran seleccionar las células a través de
métodos analiticos, sencillos y confiables.

5. Conclusiones

La formacién de callos de Solanum quitoense Lam.
se logré con crecimiento continuo en presencia de 1
mg/L de Acido Naftalén Acético (ANA); sin embar-
g0, estas masas celulares son incapaces de sintetizar
y acumular compuestos volatiles en una proporcion
similar a los producidos por cultivos in vivo. En los
primeros estados fisiolégicos de los callos se produ-
ce mayor proporcién de compuestos voldtiles, que
son transformados en otras sustancias. Es la primera
vez que se reporta un estudio de este tipo con un
fruto tropical, como lo es Solanum quitoense Lam.
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