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Resumen

ANTECEDENTES: La gulupa (Passiflora edulis f. edulis Sims) es una fruta originaria de
Surameérica, cuya corteza es un subproducto desechado con alto potencial en antioxidantes
como las antocianinas. Por lo anterior, en este proyecto de investigacion se optimizaron las
condiciones de extraccién por solvente de antocianinas (cianidina-3-o0-glucésido) a partir de
Su corteza segun las variables: temperatura, pH, proporcién materia prima: solvente y
tiempo, utilizando la metodologia de superficie de respuesta; adicionalmente se caracterizd
la actividad antioxidante del extracto 6ptimo y se realizd su respectiva cinética de
degradacion durante el almacenamiento a tres temperaturas (-14+2°C,5+1°Cy21+0,7
°C); ademas, se determind el color para cada extracto tras un periodo de 29 dias de
almacenamiento. RESULTADOS: La temperatura y el pH fueron los factores que explicaron
el 59,6% de la variabilidad en la concentracién de antocianinas extraidas de gulupa secay
molida. El extracto 6ptimo almacenado presentdé un comportamiento afectado por la
temperatura, donde a mayor temperatura, menor contenido de antocianinas a través del
tiempo. CONCLUSIONES: Las condiciones Optimas de extraccion fueron a pH 2,0 y 51,8
°C, con una concentracién de 515,59 mg de cianidina-3-o0-glucosido/100 g materia prima
seca, un poder antioxidante de 464,01 + 19,50 umol Trolox/100 g de extracto segun el
ensayo FRAP y de 365,70 + 6,71 umol Trolox/100 g de extracto de acuerdo con el ensayo
DPPH, asimismo con un contenido de vitamina C de 2,07 + 0,04 mg acido ascérbico/100 g
de extracto. Adicionalmente, de acuerdo con la cinética de degradacién se obtuvo una
energia de activacion de 46,4 KJ/mol. Por ultimo, para el dia 29, el color de los extractos
optimos almacenados fue significativamente diferente, revelando diferencias de color de
1,07 unidades entre el extracto almacenado a condiciones ambientales y el congelado.

Palabras clave: Corteza de gulupa, extracto de antocianinas, superficie de respuesta,
antioxidantes, cinética de degradacion.

Abstract

BACKGROUND: Gulupa (Passiflora edulis f. edulis Sims) is a fruit native to South America,
it rind is an abundant waste with high potential in antioxidant such as anthocyanins.
Therefore, in this research project optimized the conditions of solvent extraction of
anthocyanin (cyanindin-3-o-glucosido) from its rind according to the variables: temperature,
pH, raw material: solvent ratio and time, using the surface response methodology. In
addition, the antioxidant activity of the optimal extract was characterized, and its degradation
kinetics was carried out during storage at three temperatures (k14 +2 °C,5+1°Cy 21+
0,7 °C). Also, the color for each extract was determined after 29 days of storage. RESULTS:
Temperature and pH were the factors that explained 59,6% of the variability in the
concentration of anthocyanins extracted from dried and ground gulupa shell. The optimum
extract stored showed a behavior affected by temperature, where at higher temperatures,
lower content of anthocyanins over the time. CONCLUSIONS: The optimal extraction
condition were at pH 2,0 and 51,8 °C, with a concentration of 515,59 mg de cyanidin 3-0-
glucoside/100 g dry raw material, an antioxidant power of 464,01 + 19,50 pumol Trolox/100g



of extract according to the FRAP assay and 365,70 + 6,71 umol Trolox/100g of extract
according to the DPPH test, also with a vitamin C content of 2,07 + 0,04 mg ascorbic
acid/100 g. Additionally, according to the kinetics of degradation, an activation energy of
46,4 KJ/mol was obtained. Finally, at 29 days, the color of the stored optimal extracts was
significantly different, revealing color differences of 1,07 units between the stored extract at
environmental conditions and the frozen one.

Keywords: Rind of gulupa, anthocyanin extract, response surface, antioxidants,
degradation kinetics.

1. INTRODUCCION

La gulupa (Passiflora edulis f. edulis Sims) es una fruta originaria de Suramérica, la cual se
adapta muy bien a las montafias de los Andes, creciendo por encima de los 1.500 msnm
(Ocampo & Morales, 2012). Por su parte, en Colombia la produccién de gulupa se ha
mantenido entre los 6.110 y 8.231 Ton anuales entre 2.010 y 2.015 siendo los
departamentos de Cundinamarca, Boyacd, Antioquia y Tolima los principales productores.
Dichos volumenes de produccion ademas de suplir el mercado nacional, también son objeto
de exportacion siendo los principales importadores: Paises Bajos, Alemania, Canada y
Reino Unido (Agronet, 2017).

Estudios de la FAO (2012) muestran que cerca del 40% de las pérdidas de alimentos se
producen en las etapas de postcosecha y procesamiento. En el caso de la gulupa, dicho
porcentaje estad sobre el 10%, siendo su produccion destinada casi exclusivamente al
beneficio de la pulpa, la cual estd compuesta entre el 31 y 61% de la masa total del fruto
(Ocampo & Morales, 2012). En consecuencia, dichos factores hacen de la corteza un
desperdicio abundante durante la cadena de produccién y consumo de la gulupa; la cual
reporta contenidos elevados de minerales, compuestos fendlicos, leucoantocianidinas,
flavonoides y alcaloides (Carvajal et al., 2014; Jiménez et al., 2011; Medina et al., 2017),
siendo estos de alto potencial para el aprovechamiento y la obtencién de productos como
concentrados de antioxidantes o pigmentos como las antocianinas.

Para conocer la funcién de las antocianinas en el cuerpo humano, se han desarrollado
pruebas in vivo e in vitro (Cavalcante et al., 2017), las cuales han demostrado que dicho
flavonoide tiene propiedades terapéuticas contra la diabetes, actuando como protector de
las células B en el pancreas, cooperando con la homeostasis de la glucosa en el torrente
sanguineo y regulando el funcionamiento del higado, el rifion, el musculo esquelético e
inclusive el cerebro durante el tratamiento de la enfermedad (Gowd et al., 2017). Mulero et
al. (2015) report6 que el uso de pequefias dosis de antocianina en pacientes con
enfermedades coronarias, inhiben la formacién de placas de ateroma en las arterias y a su
vez disminuye el riesgo de trombosis coronaria. También se han atribuido efectos benéficos
de las antocianinas en la prevencion del cancer debido a sus efectos antioxidantes,



antiinflamatorios y antimutagénicos, los cuales permiten la identificacion de las células
cancerosas y su posterior autofagia (Lin et al., 2017).

Dadas las numerosas propiedades farmacoldgicas y terapéuticas de las antocianinas, se
ha incentivado su uso como colorante natural para la elaboracion de productos con alto
valor agregado para el consumo humano, reemplazando al rojo No. 2 y No 40 (sustancias
colorantes no encontradas en productos naturales y obtenidos por sintesis organica
(ICONTEC, 1978; Ministerio de Salud, 1985)); sin embargo, no ha sido sencilla dicha
transicion debido a la poca estabilidad de las antocianinas durante la vida de anaquel del
producto, generando cambios indeseables de color (Garzén, 2008; Konczak & Zhang,
2004). Cabe resaltar que dichos cambios han sido aprovechados para lograr innovaciones
en las propiedades organolépticas de productos ya existentes (Linares, 2016).

De acuerdo al creciente interés en la obtencidon de concentrados de antocianinas, diversos
autores han utilizado diferentes materias primas como grosellas (Cacace & Mazza, 2003),
batata morada (Fan et al., 2008; Lee et al., 2013), maiz morado (Gorriti et al., 2009) y
arandanos (L. Zapata et al., 2014); donde factores como la concentracion de solvente, la
temperatura, el tiempo de extraccion y el pH fueron evaluados durante la extraccion, ya que
cada uno afecta la estabilidad de las antocianinas o la difusividad de la misma a lo largo del
proceso (Delgado et al., 2000; Garzén, 2008). Dentro de las estrategias utilizadas para
evaluar cada factor durante la extraccion de concentrados de antocianinas sobresalio el uso
de la metodologia de superficie de respuesta (MSR), la cual es un conjunto de técnicas
estadisticas y matematicas que permiten la optimizacion de procesos donde diversas
variables afectan el mismo (Myers & Montgomery, 2002).

Existen algunos estudios sobre la caracterizacion de gulupa (Carvajal et al., 2012; Flérez et
al., 2012; Franco et al., 2014; Franco et al., 2013; Jiménez et al., 2011; Medina et al., 2017,
Ocampo & Wyckhuys, 2012; Pinz6n et al., 2007; Shiomi et al., 1996). Sin embargo, no hay
informacion disponible sobre las condiciones éptimas de extraccién de antocianinas por
solvente a partir de su corteza. Por lo anterior, el objetivo de este trabajo fue determinar por
medio de la metodologia de superficie de respuesta (MSR) las condiciones 6ptimas de
extraccion teniendo como variables la proporcion de solvente: materia prima, temperatura,
tiempo de extraccion y pH. Finalmente, se realiz6 la caracterizacion del poder antioxidante
del extracto obtenido con las condiciones Optimas de proceso, asi como la cinética de
degradacion durante el almacenamiento a -14 + 2 °C, 5+ 1 °Cy 21 £ 0,7 °C y la
determinacion de color final.



2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Productos quimicos y reactivos

Los reactivos empleados para el desarrollo experimental de este estudio mayoritariamente
de grado analitico, excepto para el caso del etanol 96% que fue suministrado por Ciacomeq
(Bogota, Colombia) siendo de grado industrial; el 4cido citrico, acido clorhidrico 37%, &cido
ascorbico, acido acético glacial, acetato de sodio, acetato de sodio trihidratado, aceite
mineral, nitrito de sodio, hidroxido de sodio, cloruro de potasio y cloruro férrico
hexahidratado, se obtuvieron de Merk S.A. (Bogota, Colombia); el trolox (6-hydroxy-2,5,7,8-
tetramethylchroman-2-carboxylic acid), TPTZ (2,4,6-Tripyridyl-s-Triazine), DPPH (2,2-
Diphenyil-picrylhydrazyl) y 2-nitroanilina fueron proporcionados por Auros quimicos Ltda.
(Bogot4, Colombia) y el &cido oxalico por Carlo Erba Reagents S.A. (Sabadell, Espafa).

2.2. Material vegetal

El material vegetal estuvo compuesto por 10 kg de gulupa (Passiflora edulis f. edulis Sims),
proporcionados por una comercializadora de frutas (Productos del Campo San Gregorio
S.A.S, Bogota), colectadas en la localidad de Aranzazu, Caldas. Las muestras se
transportaron 354,4 km hasta el laboratorio de la Universidad de Bogota Jorge Tadeo
Lozano (UJTL) y se mantuvieron a 8 °C por 12 h hasta el procesamiento.

2.3. Preparacioén de las muestras

Se lavaron las frutas seleccionadas libres de defectos con agua potable y se secaron con
papel absorbente. Se tomo6 1 kg de fruta entera para la caracterizacion del fruto, donde se
determind el grosor (n=10), diametro polar y ecuatorial (n= 30) con un pie de rey de acero
de 200mm (Calibre digital T304B.W-1220, Oreg6n, USA), la dureza de la corteza con un
penetrémetro dotado con una punta cilindrica de 8 mm (n= 30) (Fruit preasure tester Ft 327,
Toscana, ltalia), los °Brix de la pulpa con un refractémetro (n= 5) (Atago pocket
refractometer, Niigata, Japén) y el pH de la pulpa con un pH-metro/ionémetro con una
precision de pH relativo de + 0,002 (n= 10) (SevenCompact™ S220, Switzerland, Suiza);
ademas de esto, se midié el porcentaje de humedad de la corteza con una balanza
humedad (Mettler toledo HG43-s Halogen, Switzerland, Suiza) (n= 3 para la corteza fresca
y n=5 para la corteza molida liofilizada).

Posteriormente se separé la pulpa de la corteza haciendo un corte longitudinal a lo largo de
su diametro ecuatorial y se cort6 la corteza en secciones de 3 cm. La corteza troceada se
congeld (-34 °C, 24 horas) y posteriormente se liofilizé (22 °C, 4,3 mbar, 7 dias), hasta
obtener una humedad de 4,84 + 2,23 % (Liofilizador Drycol, Bogota, Colombia). Finalmente
se realiz6 la etapa de molienda y tamizado en un molino de impacto de palas (retsch sk
100, Hann, Alemania) con un tamiz de 0,75 mm. La muestra pulverizada fue empacada al



vacio (multivac chamber machine C200, Bremen, Alemania), y almacenada en un ambiente
seco y oscuro a temperatura ambiente (20 + 2 °C).

2.4. Disefio experimental

La metodologia de superficie de respuesta (MSR) fue utilizada para obtener las mejores
condiciones de extraccion de antocianina de la corteza de gulupa. El disefio experimental
fue ejecutado con el programa de prueba Design-Expert 9.0.6 (Stat-Ease, Delaware, USA
Echip, 2014). Se eligié un disefio central compuesto de dos niveles y cuatro factores (2*)
para evaluar el efecto combinado de cuatro variables independientes durante la extraccion:
tiempo de extraccion, pH, temperatura y relacion solvente materia prima. Los valores
tomados para cada factor se muestran en la Tabla 1.

Tabla 1. Disefio experimental central compuesto 24,

Factor Unidades Niveles codificados

-a -1 0 1 A
Temperatura (§;) °C 20 325 45 575 70
pH (€2) 2 275 35 425 5
Tiempo de extraccion. (§3) Min 30 67,5 105 1425 180
Proporcion solvente: g solvente/g materia 6 15,75 25 35,25 45
materia prima (€4) prima seca

La variable de respuesta fue la concentraciébn de antocianina total monomérica (y)
expresada como mg de cianidina-3-o-glucosido obtenidos por cada 100 g de materia prima
seca. El disefio consistié en 30 combinaciones aleatorias incluyendo 6 réplicas en el punto
central. La funcién de respuesta se obtuvo teniendo en cuenta un modelo de segundo
orden:

k k k
y=po+ Z Bix; + Z Byx? + Z Z Bijxix; (1)
i=1 i=1

i<j=2

Donde f, es una constante, B; es el coeficiente lineal para x;, B;; es el coeficiente cuadratico
para x? y pBi; es el coeficiente producto cruz, entre x; y x; (Myers & Montgomery, 2002).

Estos términos se establecieron para k= 4 debido a que fueron 4 factores evaluados en el
disefio.

La eleccion del modelo que mejor se ajustd a los datos experimentales se realizé a partir
de un ANOVA (p<0,05) y se seleccionaron los términos que en la prueba de F-valor
proporcionaron un valor p<0,05. Posteriormente, los residuales se sometieron a las pruebas
de Kolmogorov-Smirnov, Shapiro-Wilk y test de Levene ejecutados en el software SPSS



Statistics 23 (IBM, New York, USA, 2017) con el fin de garantizar normalidad y
homocedasticidad. Por ultimo, luego del andlisis del modelo, se generd la superficie de
respuesta y la gréfica de contorno asociada, hallando la extraccion Optima bajo las
condiciones dadas.

2.5. Determinacién del contenido total de antocianinas monoméricas

2.5.1. Extraccién de la muestra

La extraccion de la muestra se realiz6 de acuerdo al método usado por Fan et al. (2008),
ajustado a las condiciones del laboratorio. EI montaje constd de un matraz de fondo
redondo, inmerso en un bafio de aceite mineral, sobre una plancha de calentamiento y
agitacioén con un rango de temperatura entre 0 a 550 °C y 1.150 RPM respectivamente
(Corning PC 420D, Pittsburgh, PA, Estados Unidos,), dicho sistema estuvo conectado a un
condensador en espiral con circulacién de agua a 15°C a contracorriente por medio de una
bomba con un caudal de 800 L/h (Sunsun HJ-931 bomba de agua, Tibet, China).

En primer lugar, se realiz6 la medicion de temperatura de la mezcla solvente-materia prima
de acuerdo al disefio, para ello se empled un termémetro digital con un rango de -50 °C a
150 °C (Long-Stem Thermometers Traceable, Georgia, Estados Unidos). Se pesé la
materia prima en una balanza de precision (Explorer pro Ohaus, México) y se midi6 el pH
de la soluciéon con un pH-metro/iondmetro de precision de pH relativo de + 0,002
(SevenCompact™ S220, Switzerland, Suiza). Se empleé como solvente etanol al 96%
(VIV), con pH neutro, el cual se acidific6 con acido citrico.

Finalmente, se centrifugd la muestra (4.000 RPM por 15 min) en una centrifuga (Hettich
rotofix 32 zentrifugen, Schwerin, Alemania). El sobrenadante, denominado extracto de
antocianinas fue el utilizado para la determinacién del contenido total de antocianinas
monomeéricas.

2.5.2. Cuantificacién de antocianinas monoméricas por el método de pH-
diferencial

El extracto de antocianinas se caracteriz0 mediante la cuantificacion de antocianinas
monomeéricas totales por espectrofotometria UV-visible de acuerdo al método de pH
diferencial de Giusti & Wrolstad (2001). Se realizaron las lecturas en un espectrofotometro
(Espectrofotometros evolution 300 thermo scientific, Matlock, Inglaterra), usando como
blanco agua desionizada y celdas UV de 1,5-3mL de capacidad, de material polietileno. Se
determiné el contenido de antocianinas totales monomeéricas expresandolo como como mg
cianidina-3-gluc6sido/100 g de corteza de gulupa seca. Dicha cuantificacion fue realizada
por triplicado.



2.6. Caracterizacion del extracto 6ptimo

Al obtener el mejor modelo que se ajusto a los resultados experimentales, se seleccionaron
las condiciones de extraccion éptimas a partir de los términos significativos del mismo. Para
los términos no significativos se tomé el nivel O (tabla 1) por defecto, con el que se cuantifico
el poder antioxidante por el método de FRAP y DPPH, asi como la cantidad de &cido
ascorbico. Ademas de ello, se realiz6 la cinética de degradacion de antocianinas a tres
temperaturas de almacenamiento, determinandose el color el dltimo dia.

2.6.1. Determinacion de la capacidad reductora de Fe*? ensayo FRAP

Este método se basa en la reduccion del ion férrico (Fe**) a ion ferroso (Fe?*) en condiciones
acidas, a bajo pHy en presencia de antioxidantes (reductores), la forma férrica del complejo
hierro-tripiridiltriazina (Fe**-TPTZ) se reduce a su forma ferrosa (Fe>-TPTZ). Se determind
de acuerdo al método descrito por Benzie & Strain (1996) por triplicado segln se expone a
continuaciéon: Se mezclaron 150 pL de extracto 6ptimo con 1.350 uL de etanol 96%, de lo
los cuales se tom6 30 pL con 30 pL de etanol-agua (80:20) y 940 uL de reactivo FRAP
(compuesto por buffer acetato de sodio pH 3,6 300 Mm, TPTZ 0,01 My cloruro férrico 20
mM (10:1:1)) en un tubo eppendorf. Esta disolucién se incubé a 37 °C durante 1 h en la
oscuridad, tras ello se homogeneizé en vortex. Posteriormente se leyo la absorbancia a 593
nm en el espectrofotometro (Espectrofotometros evolution 300 thermo scientific, Matlock,
Inglaterra) y se comparé con una curva de calibracién de Trolox (R?= 0,9997 entre 0,10 —
1,05 mM Trolox).

2.6.2. Determinacion de la capacidad reductora ensayo DPPH

Este método se basa en el principio de aceptacion de un hidrégeno (H) en el &tomo de la
molécula captadora DPPH, es decir, antioxidante, dando la reduccién de DPPH a DPPH,.
Se determiné de acuerdo al método descrito por Brand-Williams et al. (1995) por triplicado
segun se expone a continuacion: Se mezclaron 150 L de extracto 6éptimo con 1.350 plL de
etanol 96%, de los cuales se tomé 75 pL con 1.425 uL de reactivo DPPH (6,29 x 10° M en
etanol 96%) en un tubo eppendorf. Esta disolucién se incub6 a 37 °C durante 1 h en la
oscuridad, tras ello se homogenizé en vortex. Posteriormente, se ley6 la absorbancia a 515
nm en el espectrofotometro (Espectrofotdmetros evolution 300 thermo scientific, Matlock,
Inglaterra) y se compar6 con una curva de calibracion de Trolox (R?= 0,990 entre 0,20 —
0,60 mM Trolox).

2.6.3. Determinacién de acido ascdrbico, método colorimétrico 2-Niroanilina

Esta técnica esta fundamentada en la formacion de una sal sédica de color rojo-violeta, a
partir de la reaccién entre el acido ascoérbico tratado con 2-nitroanilina diazotada en
presencia de un exceso de NaOH, pasando a 2-nitrofenilhidrazina que tiene un maximo de
absorcion de 540nm. La determinacion se realizé de acuerdo al método descrito por Bernal
de Ramirez (1998) por triplicado, donde 500 uL de extracto 6éptimo se mezclaron con 1.000
UL de solucion de acido oxalico 0,15%. Por otra parte, en un tubo eppendorf se agregaron:
10 pL de 2-Nitroanilina 0,16%, 20 pL de nitrito de sodio 0,08%, 380 puL de etanol 96%, 50



uL de extracto optimo diluido preparado con anterioridad, 50 pL de &cido oxalico 0,15%,
120 yL de NaOH 10% y 380 uL de agua destilada, tras ello la mezcla se homogeneizé en
vortex. Posteriormente, se leyé la absorbancia a 540nm en el espectrofotometro
(Espectrofotdmetros evolution 300 thermo scientific, Matlock, Inglaterra) y se compard con
una curva de calibracién de acido ascérbico (R?= 0,9985 entre 1,98 — 19,80 mg &acido
ascorbicol/l).

2.6.4. Cinética de degradacion de antocianinas en el extracto

Se almacenaron 78 viales de color @mbar con el extracto 6ptimo (26 por cada temperatura
de almacenamiento) durante 29 dias en ausencia de luz. A intervalos regulares de tiempo
se tomaron dos muestras de cada condicién establecida, por un lado, se realiz6 la toma de
muestra tres veces a la semana para las temperaturas 5 + 1°C (refrigeracion) y 21 +0,7 °C
(ambiente); mientras que para la temperatura -14 + 2 °C (congelacién) se realizé una vez
por semana. Con estas se evalué el efecto de la temperatura sobre el contenido de
antocianinas monomeéricas totales cuantificAndose por triplicado segun Giusti & Wrolstad
(2001).

Se determind el orden de reaccién de la degradacion de las antocianinas con ANOVA
(p<0,05) para las cinéticas de orden cero y uno, siendo el R? el factor deterministico para la
seleccién del modelo cinético. Ademas, se realizaron mas analisis en los que se trabajé
Unicamente el orden de reaccion de mejor ajuste; se calcul6 el tiempo de vida media (ti2)
para la temperatura ambiente, el tiempo de vida Gtil (t105) para temperatura de refrigeracion
y congelacion (Gonzalez F. & Barrantes B., 2004) y el factor de calidad (%), el cual se
defini6 como el porcentaje del cociente entre la concentracién en el tiempo (1) y la
concentracion en el tiempo cero. Se generaron asi los valores de tasa de degradacion (K),
lo que permitié calcular por medio de la expresion de Arrhenius, la energia de activacion
(Ea), con la constante universal de los gases (R = 8,314 J/mol K). El modelo de Arrhenius
se utilizd para describir la dependencia de la tasa de degradacién de antocianinas con
respecto a la temperatura (Avery, 2002).

2.6.5. Determinacién de color

Una alicuota de 4 mL de extracto fueron leidas en el espectrofotometro (Espectrofotometros
evolution 300 thermo scientific, Matlock, Inglaterra) a 625, 550, 445 y 495 nm usando como
blanco agua destilada (L*= 100, a*= 0, b*= 0) y celdas de cuarzo rectangulares de 1cm de
espesor (ThermoFisher Scientific, Ciudad de México, México). Se determinaron los valores
triestimulo segin Negueruela S et al. (1995) con los cuales se calcularon: L*, a*, b*, Croma
(*C), °Hue (h*) y diferencia de color (AE) de acuerdo a (Sahin & Summu, 2006).



3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Material vegetal y preparacion de las muestras

3.1.1. Caracterizaciéon de la gulupa

Segun la tabla 2 y conforme a lo reportado por Pinzon et al. (2007), el diametro ecuatorial,
el diametro polar y la dureza coincidieron con el estado maximo de madurez (50,54 + 2,89
mm, 53,40 = 2,65 mm y 21,85 + 2.60 Ibf respectivamente); el pH de la pulpa fue inferior al
de la gulupa totalmente verde (2,99 £ 0,08); los °Brix se aproximaron al estado 2 (15,17 £
0,24), 3 (15,90 £ 0,44) y 4 (15,92 + 0,67) de madurez y la acidez titulable fue inferior a la
definida para el estado sobremaduro (3,72 + 0,01% acido citrico). No obstante, segun las
determinaciones realizadas por Franco et al. (2014) y Franco et al. (2013); el pH y los °Brix
se ajustaron al fruto de 91 dias después de la floracion y minimo 7 dias poscosecha (2,6 y
15,4 respectivamente), entretanto, la acidez titulable (3,18% acido citrico) y el indice de
madurez (4,94) fueron similares a la gulupa de 91 dias después de la floracion y minimo 14
dias poscosecha. Por ultimo, de acuerdo a Jiménez et al. (2011), los °Brix (15,8 + 0,9)
sugeririan un estado pintdn mientras que la acidez se asemeja a lo reportado para el fruto
pintén y plenamente maduro (entre 3,51 + 0,38 % y 2,51 + 0,60 % acido citrico).

Tabla 2. Caracterizacién de la materia prima.

Parametro Promedio + Desviacion
estandar

Diametro ecuatorial (mm) 50,81 + 2,96
Diametro polar (mm) 53,18 £ 4,98
Diametro polar/Diametro ecuatorial 1,04 +£0,12

Grosor de la corteza (mm) 5,056+£0,75

Dureza de la corteza con punta de 8mm (Ibf) 23,74 £ 2,66
pH pulpa 2,768 + 0,015
pH corteza 4,303 + 0,097
°Brix pulpa 15,22 + 0,201
Acidez titulable (%Acido citrico) 3,068 + 0,058
indice de madurez (°Brix/Acidez titulable) 4,963 + 0,230

Cabe resaltar que los parametros evaluados suelen estar influenciados por las condiciones
climéticas del cultivo propias del lugar de siembra, lo que podria explicar las diferencias
entre los autores; tal como lo muestran Carvajal et al. (2012), donde se reporta que los
frutos provenientes del Risaralda tienen un diametro ecuatorial (5,44 cm) y didmetro polar
(5,85 cm) superior a los de Cundinamarca (con diametro ecuatorial y polar de 4,34cm y
5.23cm respectivamente) o segun (Flérez et al., 2012), quienes encontraron una diferencia
en °Brix de 2 unidades entre la gulupa recolectada en el municipio de Granada con respecto
a la cosecha analizada del territorio de Tena.



3.1.2. Pretratamiento de la materia prima

Durante la preparacion de la muestra, la corteza paso de 84,08 + 2,46 % de humedad a
6,95 + 0,93 % luego de la liofilizacion y la molienda, evidenciando una pérdida de contenido
de agua del 91,79 + 1,30 %.

3.2. Disefio experimental y extraccion de la muestra

Tabla 3. Resultados experimentales de extraccidén segun disefio experimental.

&4 (g etanol y (mg cianidina-3-o-
o o acidificado/ lucosido/100
Combinacion® £, (°C) & (rrfign) corteza moliga gcorteza moIidg
liofilizada) liofilizada)

1 45 3,53 180 25,5 442,026
2 32,5 4,27 1425 35,25 319,622
3 325 427 675 35,25 337,239
4 45 3,52 105 45 444,858
5 45 3,47 105 25,5 508,214
6 70 3,51 105 25,5 425,896
7 32,5 2,8 1425 35,25 472,696
8 575 419 675 35,25 430,257
9 20 3,561 105 25,5 270,356
10 45 3,5 105 25,5 450,233
11 57,5 4,25 1425 35,25 424,308
12 45 2,06 105 25,5 530,324
13 325 2,75 1425 15,75 419,533
14 45 5,09 105 25,5 350,654
15 325 425 675 15,75 368,527
16 325 422 1425 15,75 380,438
17 57,5 43 67,5 15,75 339,401
18 45 3,51 105 25,5 428,796
19 575 2,75 1425 35,25 456,16
20 57,5 2,8 1425 15,75 500,13
21 45 3,5 105 25,5 400,686
22 575 2,77 675 35,25 420,181
23 575 4,33 1425 15,75 355,634
24 32,5 2,8 675 15,75 400,904
25 45 3,47 105 25,5 460,44
26 325 2,78 675 35,25 414,325
27 575 2,76 67,5 15,75 440,8
28 45 3,51 30 25,5 374,664




29 45 3,55 105 25,5 439,692
30 45 35 105 6 350,374

3.3. Obtencién del modelo de mejor ajuste a los datos experimentales

A partir de resultados experimentales (tabla 3) se realizé el ANOVA (tabla 4) para el modelo
de mejor ajuste lineal, 2Fl y cuadréatico; siendo este ultimo el que mejor respondio al
estadistico R? ajustado. En consecuencia, el andlisis de varianza para el modelo cuadratico
(tabla 5) report6 significancia (p-valor<0,0001 para la prueba F), siendo el pH y la
temperatura las variables que afectan la extraccion de antocianinas en la corteza de gulupa
liofilizada y molida (p-valor<0,05 en la prueba F). En efecto, el pH demostré ser significativo
bajo un comportamiento lineal, debido a que en medio &acido, la extraccion se facilité por la
presencia mayoritaria de antocianinas en forma de cation flavilio (su forma mas estable), el
cual puede ser més facilmente difundido en el solvente por su afinidad polar a comparacion
de otras especies de antocianinas a pH superior (Delgado et al., 2000; Garz6n, 2008). Por
otra parte, la temperatura fue significativa bajo un comportamiento cuadrético, lo cual
permite inferir que al aumentar la temperatura, aumenta la difusividad de las antocianinas
en el solvente (Brennan, 2006; Geankoplis, 1998); sin embargo, al ser dicho pigmento
termolabil (Delgado et al., 2000; Garzén, 2008; Linares, 2016), la difusividad se ve opacada
por la degradacion térmica de las antocianinas a altas temperaturas, disminuyendo la
concentracion de la misma en el extracto.

Tabla 4. ANOVA resumido para el modelo Lineal, 2Fl y cuadratico con respecto a los
resultados experimentales.

Secuencial Falta de ajuste R?
Orden del modelo p-valor p-valor Ajustado
Lineal 0,0002 0,4197 0,5066 Sugerido
2FI 0,9708 0,3488 0,3904
Cuadrético 0,0495 0,4562 0,5752 Sugerido

En lo que respecta a los factores: tiempo de extraccion y proporcion solvente: materia prima;
no fue posible evidenciar ningln comportamiento lineal ni cuadratico que afecte la
operacién unitaria en los rangos trabajados (tabla 1) (p-valor>0,05). Cabe resaltar que los
datos estadisticos reportados en la tabla 4 para el modelo cuadrético difieren a los que se
evidencian en la tabla 5, debido a que en la Ultima se tuvo en cuenta Unicamente las
variables significativas.

Tabla 5. Anédlisis de varianza para el modelo cuadréatico de mejor ajuste al disefio
experimental.
Suma de Media Valor p-valor
Orden Cuadrados Gl Cuadrada F Prob > F
Modelo 63.392,39 3 21.130,80 15,26 <0,0001 Significativo




§1- 1
Temperatura 12.821,11 12.821,11 9,26 0,0053

&-pH 37.622,60 1 37.622,60 27,17 < 0,0001

{"{ 13.076,63 1 13.076,63 9,44 0,0049

Residuales 36.005,06 26 1.384,81

Falta de ajuste  34.051,27 24 1.418,80 1,45 0,4880  No significativo
Error puro 1.953,79 2 976,90

Cor Total 99.397,45 29

R? 0,6378 R? ajustado 0,5960

El estadistico R? ajustado (tabla 5) indicé que el 59,6% de la variabilidad en la concentracién
de antocianinas extraidas de gulupa seca y molida es explicada por el pH y la temperatura.
Teniendo en cuenta que no hay evidencia en la falta de ajuste del modelo basados en una
prueba de bondad, se indica que el mismo podria describir adecuadamente los datos
experimentales (Myers & Montgomery, 2002).

Los resultados obtenidos para las combinaciones expuestas en la tabla 3 determinaron la
funcion de regresién que mejor se ajusté a las condiciones dadas:

y = —0,13637 * &2 + 14,12274 * &, — 52,93460¢&, + 255,82426 (2)

Con el objetivo de garantizar las condiciones de normalidad y homocedasticidad
(Mendenhall, Beaver, & Beaver, 2010; Myers & Montgomery, 2002), se realiz6 el analisis
de residuales por medio de las pruebas de Kolmogorov-Smirnov, Shapiro-Wilk (Razali &
Wah, 2011) y Levene, reportando para todas un p-valor>0,05 (tabla 6), en el que se aceptan
las hip6tesis nulas que afirman el comportamiento normal y homocedastico del conjunto de
residuales. Por consiguiente, en la grafica normal de residuales (figura 2A), cada
combinacion sigue un comportamiento normal reflejado por una linea recta creciente;
mientras que en la gréafica de residuales vs prediccion (figura 2B), es posible evidenciar una
dispersién aleatoria de los puntos, lo cual sugiere que la varianza de las observaciones
originales es constante para todos los valores de y (Myers & Montgomery, 2002).

Tabla 6. Andlisis de residuales.

Prueba Estadistico gl gll1 gl2 p-valor
Kolmogorov-smitnov? 0,090 30 0,200*
Shapiro-Wilk 0,982 30 0,864
Levene (Temperatura (§;)) 1,981 1 14 0,181
Levene (pH (%,)) 0,925 1 14 0,253
Levene (Prediccidn) 1,363 3 12 0,301

*Limite de significacion verdadera. @ Correccion de significacion de Lilliefors
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Figura 2. Andlisis gréafico de residuales.
Gréafico normal de residuales (Figura 2A), gréfico residual vs prediccién (Figura 2B)

Por dltimo, se realizé la grafica de contorno y la superficie de respuesta asociada al efecto
de la temperatura (figura 3) y el pH (figura 4) en la concentracion de antocianina extraida
durante la lixiviacion. Por ende, las condiciones Gptimas de extraccién de acuerdo con el
modelo fueron de 51,8°C a pH de 2,0 cuya concentracién seria de 515,59 mg de cianidina-
3-0-glucosido/100 g materia prima seca.
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Figura 3. Grafico de contorno para el efecto de latemperaturay el pH en la
concentracion de antocianina extraida.

La cantidad de antocianinas extraidas en gulupa seca liofilizada superan lo reportado con
batata morada seca (158 mg antocianina/100 g peso seco) (Fan et al., 2008) y polvo de
arandano micro encapsulado (78,49 mg cianidina-3-o-glucosido/100g polvo) (Arteaga &
Arteaga, 2016). Por su parte, con el uso de metanol como solvente, Lee et al. (2013)
lograron extraer cerca del doble de antocianinas a las reportadas en el presente estudio
para la batata morada seca variedad Zami (1190,2 + 17,4 mg antocianina/100 g peso seco),
pero solo 393,2 + 4,7 mg antocianina/100 g peso seco para la variedad Mokpo.

A: Temperatura (°C)

(mg cianidina-3-o0-glucoésido

Figura 4. Superficie de respuesta asociada al efecto de latemperaturay el pHen la
concentracién de antocianina extraida.



Durante la optimizacion de la extraccion de antocianinas en arandanos, Zapata et al. (2014)
obtuvieron la maxima extraccion a 36,6 °C, al igual que Cacace & Mazza (2003) con
grosellas negras quienes reportaron temperaturas optimas entre 30 y 35°C. Por otro lado,
las extracciones realizadas con batata morada y coronta de maiz evidenciaron
temperaturas éptimas de extraccion de 80°C y 75°C respectivamente (Fan et al., 2008;
Gorriti et al., 2009). Los autores anteriormente citados reportan diferentes temperaturas
con las cuales obtuvieron la mejor condicion de extraccion; probablemente esto se debe a
que cada materia prima posee antocianinas con estructuras quimicas diferentes, siendo las
obtenidas a base de ardndanos y grosellas negras mas termolabiles que las encontradas
en batata morada o en coronta de maiz.

Else & Schwartz (2000) determinaron que las antocianinas altamente hidroxiladas son
menos estables térmicamente que las metiladas, glucosiladas o acetiladas. Lo cual
permitiria considerar que las antocianinas de la gulupa al tener una temperatura éptima de
extraccion de 51,8 °C, podrian ser mas metiladas, glucosiladas o acetiladas a comparacion
de las antocianinas provenientes de los arandanos o las grosellas negras. Por el contrario,
las antocianinas de la batata morada y la coronta de maiz tendrian mas sustituciones a lo
largo de la aglicona a comparacion del pigmento proveniente de la gulupa.

Por ultimo, a menor pH, la presencia mayoritaria del ion flavilio facilitaria la extraccion en
solventes polares y por tanto su rendimiento (Delgado et al., 2000; Garz6n, 2008); lo cual
explicaria el uso de &cido clorhidrico para la batata morada (Fan et al., 2008; Lee et al.,
2013) y acido citrico en arandanos (Zapata et al., 2014) siendo el 6ptimo de extraccion de
este Ultimo a pH 2,1; valor similar al reportado en el presente estudio.

3.4. Caracterizacién del extracto 6ptimo

3.4.1. Poder antioxidante

De acuerdo con la tabla 7, la concentracion de antocianinas expresada como mg de
cianidina-3-o0-glucosido/100g de materia prima seca, presentd un error de 5,45% con
respecto a lo predicho por el modelo de mejor ajuste bajo la metodologia de superficie de
respuesta. Ademas de ello, el extracto evidencié una muy baja concentracion de vitamina
C comparado con productos como la corteza de limén (129 mg acido ascorbico/100g), el
jugo de gulupa crudo (29,8mg &cido ascoérbico/100g) (USDA, 2017) y la miel (cuya
concentracion varié entre 12,74 y 40,13 mg &cido ascorbico/100 g) (Zago G et al., 2010).
La ausencia de acido ascorbico en el extracto pudo ser causada por la alta temperatura de
extraccion, la cual permitié la degradacion de la vitamina C debido a su caracter termolabil
(Athmaselvi et al., 2017; Gregory, 2000). La presencia de acido ascorbico se relaciona como
un factor que favorece la degradacién de antocianinas (Delgado et al., 2000; Garzén, 2008);
Por lo tanto, el bajo contenido de vitamina C en el extracto podria ser favorable para la
estabilidad de las mismas.



Tabla 7. Caracterizacion del extracto éptimo.

Parametro Media + Desviacién
estandar

Densidad (g/L) 874,80+0,8

Concentracion de antocianinas (mg cianidina-3-o- 487,46 = 27,87

glucosido/100 g materia prima seca)

Contenido de antocianinas (mg cianidina-3-o-glucosido/L 165,59 + 9,47

extracto)

Contenido de Vitamina C (mg acido ascorbico/100 g 2,07 £0,04

extracto)

Antioxidantes-FRAP (umol Trolox/100g extracto) 464,01 + 19,50

Antioxidantes-DPPH (umol Trolox/100g extracto) 365,70 £ 6,71

La capacidad antioxidante del extracto por los ensayos de DPPH y FRAP (tabla 7), superan
a los estudios realizados para la pulpa de aguacate (165,10 + 4,36 umol Trolox/100 g
muestra B.H por DPPH) (Moreno et al., 2014), el extracto de pulpa de gulupa (20,0721 pmol
Trolox/100g de extracto seco por DPPH) (Carvajal et al., 2011), los vinos blancos (la mayor
concentracion fue de 1,93 + 0,03 mmol Trolox/L y 1,78 + 0,03 mmol Trolox/L por FRAP y
DPPH respectivamente) y el vino tinto Modry Portugal (2,91 + 0,01 mmol Trolox/L con el
ensayo DPPH) (Stratil et al.,2008). Sin embargo, los datos reportados para la pulpa de
curuba (148,07 = 12,07 pumol Trolox/g muestra B.H. por FRAP) (Moreno et al., 2014) y la
corteza de aguacate Hass (189,8 + 10,8 umol Trolox/g B.H. por DPPH) (Daiuto et al., 2011)
fueron superiores a los del extracto. La elevada cantidad de antioxidantes se puede explicar
debido a que durante el secado por liofilizacion, se redujo la actividad del agua,
concentrando asi los antioxidantes (Badui, 2006).

3.4.2. Cinética de degradacion de antocianina en el extracto

El orden de la cinética de degradacién de las antocianinas durante el almacenamiento se
definié por la cinética de orden uno (tabla 8); para la cual se graficé en funcion del tiempo,
el logaritmo en base Euler del contenido de antocianinas monoméricas (mg/L) en el extracto
de corteza de gulupa (figura 5). Cabe resaltar que, para realizar el experimento se obtuvo
un extracto inicial cuya concentracion fue de 509,74 + 38,42 mg de cianidina-3-o-
glucosido/100 g materia prima seca, con 1,13% de error con respecto a lo predicho por el
modelo de superficie de respuesta.

Tabla 8. Cinéticas de degradacion de orden Oy 1 para las condiciones de
almacenamiento dadas. 2Modelo no significativo segin ANOVA (p<0,05)
Condiciones de

Orden de reaccién : K (dias™) R?
almacenamiento
Congelacion? (-14 °C) 0,1932 0,1157
Orden O Refrigeracion (5 °C) 1,37 0,8605

Ambiente (21°C) 3,25 0,8927




Congelacion? (-14 °C) 0,0021 0,3642
Orden 1 Refrigeracion (5 °C) 0,0090 0,8634
Ambiente (21°C) 0,0271 0,9299

Las antocianinas monomeéricas presentes en el extracto 6ptimo se degradaron con respecto
al tiempo de almacenamiento, presentando la mayor tasa de degradacion a altas
temperaturas (tabla 8), siendo mayor en temperatura ambiente, seguida a refrigeracién y
por ultimo a congelacion. Cabe mencionar que Loypimai et al., (2015) sefiala que cuanto
menor sea el valor de la tasa de degradacion, mejor sera la estabilidad de la antocianina,
reafirmando que a condiciones de temperatura de congelacion la antocianina tendria una
mejor estabilidad respecto a las demdas condiciones. En consecuencia, a los 29 dias de
almacenamiento, la degradacion de antocianinas medida por el % de calidad estuvo
comprendida entre 43,61 y 93% de acuerdo con las condiciones dadas (tabla 9).
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Figura 5. Degradacion de la concentracion de antocianinas, a las temperaturas de
almacenamiento (Figura 5A), a 21 +0,7 °C (Figura 5B), a5+ 1 °C (Figura 5C),y a -14 +
2 °C (Figura 5D).



Una de las limitaciones de este trabajo es que el estudio de la estabilidad de antocianinas
durante el almacenamiento no se logré realizar por un periodo de tiempo mayor, asi que se
predijeron los parametros faltantes por medio del modelo cinético, como es el caso del
extracto almacenado en temperatura de congelacion (tabla 9), en el cual la experimentacién
no alcanzo a determinar el tiempo de vida media ni tampoco el tiox.

El tiow €s un pardmetro indicativo para establecer la fecha de vencimiento de farmacos
(Gonzalez F. & Barrantes B., 2004), es decir, el extracto etandlico de antocianinas al ser
comercializado en la industria farmacéutica a una temperatura de refrigeracién tendria una
vida util de 11 dias; adicionalmente, el tiempo de vida media para el extracto almacenado
en temperatura de refrigeracion fue similar al del jugo de ardndanos sin pasteurizar a 5 °C
(75 dias) (Zapata et al., 2016), mientras que el concentrado de agraz a 17 °C reportd un t¥%
de 25,6 dias, muy cercano al dato que se obtuvo a temperatura ambiente en el presente
estudio (Martinez et al., 2011).

Tabla 9. Pardmetros cinéticos de la degradaciéon de antocianinas de corteza de
gulupa. ?prediccion por medio de modelo cinético de degradacién.
Temperatura de almacenamiento
Ambiente Refrigeracion  Congelacién

Parametro

(20,6 °C) (4,9 °C) (-14,2 °C)
t ¥ (dias) 25,6 77,02 330,12
t 10% (dias) 3,9 11,7 50,02
Conte_nld_o final (dia 29) de 76,99 130.16 164.24
antocianinas (mg/L)
Calidad final (dia 29) (%) 43,61 73,73 93,0

Es importante recalcar que dicho comportamiento de las antocianinas responde a su
termolabilidad (Tonon et al., 2010), donde el aumento de la temperatura genera la pérdida
del azlcar glicosilante en la posicién 3 y la apertura del anillo produciendo chalconas
incoloras(Delgado et al., 2000; Garzon, 2008; Linares, 2016), generando tasas de
degradacion superiores y tiempos de vida media inferiores.
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Figura 6. Linealizacion de Arrhenius entre la temperatura de almacenamiento y la
tasa de degradacién de antocianinas.

Segln Arrhenius (Figura 6) (R?2=0,9999 y ANOVA con p < 0,05), seran necesarios 46,4 kJ
para que una mol de cianidina-3-o-glucosido del extracto puedan empezar el proceso de
degradacion (Ea= 46,4 KJ/mol) (Fogler, 2001). Lo anterior se asemeja a la energia de
activacion reportada por Zapata et al., (2016) para jugo de arandanos (44,66 KJ/mol). Sin
embargo, Martinez et al. (2011) determinaron una mayor energia de activacién a pH 3 en
concentrado de agraz (76,43 kJ/mol), al igual que Hillmann et al., (2011) quienes alcanzaron
valores de 70,73 KJ/mol para el jugo de uva (Vitis labrusca).

3.4.3. Determinacién de color

Tabla 10. Determinacién de color dia 29.

Pardmetro Condiciones de almacenamiento (media * desviacion estandar)
Congelacion Refrigeracion Ambiente
Luminancia L* 43,96 + 0,03° 44,72 *+ 0,06° 45,07 + 0,20
a* 74,82 £ 0,03° 75,73 £ 0,10° 76,16 + 0,20°

b* 75,52 + 0,04° 76,22 + 0,55°¢ 76,72 £ 0,26°




Croma C* 106,31 + 0,05° 107,44 = 0,46° 108,10 + 0,04¢
°Hue h*@ 45,27 £ 0,004 46,18 £ 0,17 45,21 £ 0,17
AE* 120,18 + 0,04 120,82 + 0,38° 121,25 +0,12¢

a El promedio del parametro para las tres condiciones no es significativamente diferente segin

ANOVA (p=<0,05). Letras iguales en una fila determinan que no existe diferencia significativa entre
las medias segun test de Tukey (p<0,05).

El extracto 6ptimo de gulupa presenté a los 29 dias una luminancia (tabla 10) menor a la
reportada para el vino tinto de denominacién de origen de las islas de Tenerife (L*= 73,7
a*= 26,96 y b*=7,38) , La Palma (L*= 85,9 a*= 14,85 y b*= 6,63) y Lanzarote (L*= 76.4 a*=
22,99 y b*= 8,65) (Cabrera et al. , 2000); mientras que los parametros a* y b* fueron
superiores. El uso de celdas de espectrofotometro utilizadas para el presente estudio tenia
un paso de luz superior (1 cm) a las reportadas por los autores (2 mm), las cuales pudieron
ser una de las principales causas de la variabilidad entre los datos.

Segun la tabla 10 los parAmetros L* y a* reportaron los menores valores en condiciones de
congelacion, mientras que en ambiente fueron los mas altos; en cuanto a b*, se muestra un
aumento entre lo determinado para el extracto en congelacién con respecto a las demas
condiciones, pero no hay diferencias significativas en este término para el extracto
refrigerado y almacenado al ambiente. En consecuencia, el °Hue no presentdé cambios
significativos para ningun tratamiento, lo cual informa que no hubo variacion en el tono del
extracto; por su parte, el croma y la diferencia de color aumentaron conforme a la
temperatura de almacenamiento, presentando un incremento de hasta 1,68% de croma y
una diferencia de color de 1,07 unidades entre el extracto almacenado al ambiente y el
congelado. Conforme a lo anterior, los extractos almacenados en condiciones de
congelacién y ambiente son diferenciables a simple vista de segln Negueruela S et al.
(1995); quienes afirman que dos colores contiguos pueden discriminarse a simple vista
siempre y cuando la diferencia de color sea de minimo una unidad.

4. CONCLUSIONES

La extraccion por solvente bajo las condiciones de experimentacién dadas, determinaron
qgue el 59,6% de la variabilidad en la concentracion de antocianinas extraidas de gulupa
seca y molida es explicada por el pH y la temperatura, donde las condiciones 6ptimas fueron
de 2,0 y 51,8 °C, respectivamente con una concentracion de 515,59 mg de cianidina-3-o-
glucosido/100g materia prima seca, un poder antioxidante de 464,01 + 19,50 pmol
Trolox/100g de extracto segun el ensayo FRAP y de 365,70 £+ 6,71 umol Trolox/100g de
extracto de acuerdo con el ensayo DPPH, asimismo el contenido de vitamina C fue de 2,07
+ 0,04 mg acido ascorbico/100 g de extracto.

El extracto sometido a condiciones de almacenamiento presentdé un comportamiento
afectado por la temperatura, definiéndose por la cinética de orden uno, donde a mayor
temperatura, menor contenido de antocianinas a través del tiempo, presentando una mayor
estabilidad a temperatura de congelacion, seguida por refrigeracion y por Gltimo ambiente,
en el que al dia 29 la concentracion de antocianinas fue de 164,24, 130,16 y 76,99 mg de



cianidina-3-o-glucosido/L de extracto respectivamente; con un t % de 25,6 dias a 20,6 °C
(ambiente). Con lo anterior se realizd la linealizacién de Arrhenius obteniéndose una
energia de activacion de 46,4 KJ/mol.

Por dltimo, para el dia 29, el color de los extractos 6ptimos almacenados fueron diferentes,
presentando un aumento del croma de hasta 1,68%, revelando diferencias de color de 1,07
unidades entre el extracto almacenado a condiciones ambientales (21 + 0,7 °C) el
congelado (-14 £ 2 °C).
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